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1 Einleitung
Viele chronische Erkrankungen bedürfen einer regelmäßigen, genauen und oft auch
lebenslangen Überwachung der Blut-  und Urinwerte des Patienten. Für die
Betroffenen bedeutete dieses ursprünglich häufige Arztbesuche zur Blutentnahme
und damit verbundene lange Wartezeiten  bis zum Erhalt der Laborergebnisse.
Dazwischen lagen Zeiträume ohne jegliche objektive Kontrolle über den aktuellen
Zustand des Patienten. Eine Eigenkontrolle war oft nicht möglich. Bei chronisch
Erkrankten kann diese Situation zu einer gewaltigen Einschränkung ihrer
Lebensqualität führen. So wird oftmals der Verlust an Freiheit zur Zeit-  und
Reiseplanung, sowie eine zusätzliche psychische Belastung durch die Ungewissheit
des bevorstehenden Ergebniserhalts beklagt. Dieser Umstand stellt weiterhin ein
großes Problem bezüglich von Compliance und Behandlungserfolg dar. Aus diesem
Grund versuchte man verschiedene Testverfahren zu vereinfachen und von der
Standardlabormethode abzukoppeln.
Bereits im Jahre 1941 entwickelte Miles, heute zur Bayer AG gehörend, im Rahmen
des Diabetes Managements den ersten Glucoseteststreifen für Urin. Er erhielt den
Produktnamen  Clinitest   6 . Seit dieser Entwicklung sind viele verschiedene
Messsysteme auf den Markt gekommen, die jedoch nicht allein auf die Messung der
Blutzuckerwerte und Gerinnungsparameter beschränkt sind, sondern auch weitere
Bereiche der klinischen Diagnostik erfassen. Diese Geräte gewinnen nicht nur bei
der Kontrolle und Therapie chronischer Erkrankungen immer mehr an Bedeutung,
sondern auch bei Routinemessungen von Standardlaborparametern in der Arztpraxis.
Die ständige Neu-  und Weiterentwicklung sogenannter Point-of-Care und Critical-
Care Messgeräte bringt zahlreiche Vorteile mit sich. So werden Probenentnahme und
Messvorgänge soweit vereinfacht, dass Patienten selbst die für sie notwendigen
Messungen durchführen und deren Ergebnisse dokumentieren können. Arzt und
Patient erhalten somit einen detaillierten Überblick über den Verlauf der zu
erfassenden Werte und deren Abhängigkeit von äußeren Einflüssen. Die notwendige
Medikamentendosis kann optimal an die jeweiligen Messwerte angepasst werden.
Die Gefahr einer Über- oder Unterdosierung von Medikamenten wird minimiert. Die5
Möglichkeit Messungen an jedem Ort durchführen zu können reduziert die oft
zeitraubenden Arztbesuche auf das unbedingt notwendige Maß. Die Patienten
gewinnen somit einen Großteil ihrer Freiheit und Flexibilität zurück. Doch nicht
allein dadurch wird die Compliance erhöht, sondern auch durch eine erleichterte
Blutprobenentnahme durch einen kleinen Stich in die Fingerbeere, die mit deutlich
weniger Schmerzen und Überwindung einhergeht, als eine herkömmliche venöse
Blutentnahme. Von besonderer Bedeutung ist die schnelle Ergebnisgewinnung vor
allem in der Notfallmedizin. Hier besitzt der Faktor Analysenzeit einen hohen
Stellenwert. Schnelle Ergebnisse bringen dem Patienten in der Notaufnahme oder im
Notarztwagen entscheidende Vorteile. Eine Studie von Murray et al. zeigte, dass sich
durch Point-of-Care-Testing Verfahren die Aufenthaltsdauer von  Patienten in der
Notaufnahme im Vergleich zu Zentrallaboruntersuchungen von durchschnittlich 4h
22min auf durchschnittlich 3h 28min verringerte  76 .
Der Begriff Point-of-Care-Testing steht für Diagnostik am Krankenbett, wobei die
notwendige Messung direkt vor Ort vorgenommen wird. Es entfällt der
Probentranport z.B. in ein Labor. Geräte, die vor allem in der Intensivmedizin zum
Einsatz kommen, werden unter dem Begriff Critical-Care zusammengefasst.
Die zusammengetragenen Argumente lassen den Schluss zu, dass die Point-of-Care
Diagnostik in vielerlei Hinsicht der Standardlabordiagnostik überlegen zu sein
scheint. Doch stellt sich hier die entscheidende Frage, ob die Genauigkeit und die
Sensibilität der modernen, mobilen Testgeräte hinreichend denen der
nasschemischen Standardlaborgeräte entsprechen.
Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung ausgewählter Geräte an Hand verschiedener
Messparameter, hinsichtlich ihrer Messgenauigkeit und Vergleichbarkeit der
Ergebnisse in Bezug zur Standardlabormethode.
Mit der Standardlabormethode sollen verglichen werden: auf dem Gebiet der CRP
Diagnostik das Micros CRP der Firma ABX DIAGNOSTICS und das NycoCard
 
CRP in Verbindung mit dem NycoCard
  Reader II der Firma PROGEN
BIOTECHNIK GMBH; auf dem Gebiet der HbA1c Diagnostik das Gerät NycoCard
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HbA1c in Verbindung mit dem NycoCard
  Reader II der PROGEN BIOTECHNIK
GMBH. Für den Bereich der D-Dimer Bestimmung die Nachweise NycoCard
  D-
Dimer der PROGEN BIOTECHNIK GMBH und Turbiquant
  D-Dimer von Dade
Behring.7
2 Theoretische Grundlagen
2.1 HbA1c- Glykiertes Hämoglobin als Langzeitparameter bei
Diabetes mellitus
2.1.1 Einführung
Der Diabetes mellitus (Diabet- von gr.            = hindurchgehen; lat. mellitus =
mit Honig versüßt), früher oft als Zuckerharnruhr bezeichnet,  ist eine chronische
Stoffwechselkrankheit, die durch erhöhte Blutglucosewerte charakterisiert ist. Er ist
die häufigste endokrine Störung überhaupt. Ungeachtet der Ätiologie hat er das
gemeinsame Kennzeichen des relativen oder absoluten Insulinmangels  80 . Die
Diagnose eines Diabetes mellitus wird bei Vorliegen von Nüchternblutzuckerwerten
> 6,7 mmol/l oder 2 Stundenwerten im oralen Glucosetoleranztest über 10mmol/l im
venösen bzw. über 11,1 mmol/l im kapillären Blut gestellt.
Die häufigsten und bekanntesten Formen des Diabetes mellitus sind der Typ-1-
Diabetes, bei dem es zur autoimmunologischen oder idiopathischen
Betazelldestruktion mit der Folge eines absoluten Insulinmangels kommt, und der
Typ-2-Diabetes, der durch eine Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel
gekennzeichnet ist. Neben weiteren bekannteren Formen des Diabetes mellitus wie
dem MODY-Diabetes und dem Gestationsdiabetes gibt es noch zahlreiche,
wesentlich seltenere Ursachen und Formen des Diabetes mellitus wie z.B. genetische
Defekte der Insulinwirkung, Erkrankungen des exokrinen Pancreas,
Endokrinopathien, medikamentös induziert, etc..  89 .
Eine verspätete, fehlende oder unzureichende Therapie des Diabetes mellitus kann zu
schwerwiegenden Komplikationen führen. An erster Stelle stehen hier die
Erkrankungen, welche durch diabetische Gefäßschäden verursacht werden. Hierbei
wird zwischen unspezifischer Makroangiopathie und diabetesspezifischer
Mikroangiopathie unterschieden. Die Makroangiopathie führt frühzeitig zur
Arteriosklerose mit ihren typischen Krankheitsbildern der koronaren Herzkrankheit
mit der Gefahr von Myokardinfarkten, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit
und der arteriellen Verschlusskrankheit von Hirnarterien mit der Gefahr ischämischer8
Insulte. Die diabetische Mikroangiopathie entsteht durch Glykolysierung von
Basalmembranproteinen in der kapillären Strombahn. Infolge dessen kommt es zur
diabetischen Nephropathie wie z.B. der Kimmelstiel-Wilson Glomerulosklerose, zur
diabetischen Retinopathie, zur diabetischen Neuropathie mit u.a. peripherer
sensomotorischer Polyneuropathie und autonomer diabetischer Neuropathie, sowie
zum diabetischen Fußsyndrom infolge neuropathisch-ischämischer Schädigung.
Neben Makro- und Mikroangiopathien können eine allgemeine Resistenzminderung
mit Neigung zu Infektionen, Hypertriglyzeridämie und Fettleber, Coma diabeticum,
hypoglykämischer Schock, sowie ein hyporeninämischer Hypoaldosteronismus
entstehen  47 .
2.1.2 Glykierte Serumproteine und Hämoglobine
Bei einem Diabetes mellitus wird die Therapieeinstellung durch Messung der
Blutglucosekonzentration kontrolliert. Jedoch spiegelt dieser Wert nur die
momentane Stoffwechsellage wieder und erlaubt keinen Rückschluss auf den
mittleren Blutzuckerwert. Um Spätschäden durch dauerhaft erhöhte Glucosewerte zu
vermeiden, ist es notwendig diese über einen längeren Zeitraum zu erfassen um
häufig auftretende unentdeckte Fluktuationen abschätzen zu können  69 . So wie
Glucose sich an die Proteine von Gefäßen und Organstrukturen anlagert, reagiert sie
wie auch andere im Blut befindlichen Monosaccharide mit den Aminogruppen der
dort zirkulierenden Proteine. Bei den Proteinen kann es sich dabei um Serumproteine
oder um Hämoglobin handeln. Die ablaufende Reaktion wird als Glykierung
bezeichnet. Sie verläuft nicht-enzymatisch, ist konzentrationsabhängig und
irreversibel  98 .
Die Gruppe der glykierten Serumproteine werden als Fructosamine
zusammengefasst, wobei darunter das glykierte Albumin die größte Fraktion bildet.
Die Halbwertzeit der Fructosamine beträgt 14 bis 20 Tage und eignet sich daher zur
Abschätzung der Stoffwechsellage der letzten zwei Wochen  90,69 .
Es sind Nachweismethoden zur Bestimmung der Fructosaminkonzentration
erhältlich, jedoch bestehen hier zahlreiche analytische und interpretatorische
Schwierigkeiten, da die verschiedenen Fructosamine unterschiedliche9
Konzentrationen und Halbwertzeiten besitzen  98 . Zusätzlich unterliegen sie
größeren intraindividuellen Schwankungen und zeigen fehlerhafte Ergebnisse bei
pathologischen Albuminkonzentrationen  69 . Sie zeigen darüber hinaus keine so
große Korrelation mit der durchschnittlichen Glucosekonzentration wie die
Glykohämoglobine  94 .
Daher wird diese Untersuchung vor allem vorgenommen, wenn in Einzelfällen die
Glykohämoglobinbestimmung  kein sicheres Ergebnis liefert oder auch kürzere
Kontrollzeiträume wie bei Schwangerschaften nötig sind  90 .
Als Langzeitparameter zur Kontrolle der Blutzuckerkonzentration eignen sich wegen
ihrer Stabilität besonders die glykierten Hämoglobine. Ihre Halbwertzeit ist im
Wesentlichen von der Lebenszeit der Erythrozyten abhängig, die 100 bis 120 Tage
beträgt. Die Konzentration der Glykohämoglobine korreliert mit der Dauer und Höhe
der Glucosekonzentration der vorangegangenen 6 bis 8 Wochen  98,69 .
Die Bestimmung der Glykohämoglobine dient der allgemeinen Therapiekontrolle
und im Besonderen der Aufdeckung hyperglykämischer Episoden, die durch
intermittierende Blutzuckermessungen nicht erfasst werden. Im Gegensatz dazu kann
eine zu streng eingestellte Diabetestherapie durch einen HbA1c  Wert im unteren
Normbereich aufgezeigt werden  28 . In diesem Fall ist der Blutzucker im Mittel zu
niedrig und es steigt die Gefahr hypoglykämischer Komplikationen.
Abb. 2.1: Zeitraster diagnostischer Möglichkeiten bei Hyperglykämie  28 10
2.1.3 Einteilung der Glykohämoglobine
Der Begriff Gykohämoglobine umfasst alle Formen von Hämoglobinen, die eine
irreversible, nicht-enzymatische Bindung mit Glucose aufweisen. Diese werden je
nach Hämoglobinart in weitere Gruppen unterteilt.
Das beim Menschen häufigste und mit 95-97% den größten Anteil bildende ist das
Hämoglobin A (HbA), bestehend aus zwei  - und zwei  -Ketten. Als HbA0 wird die
unklykierte Form bezeichnet, wohingegen HbA1  das glykierte HbA ist. Das HbA1
wird noch je nach Art der Glykierung weiter unterteilt. Beim HbA1a1 ist die  -Kette
des HbA mit Fructose-1,6-diphosphat glykiert, beim HbA1a2  mit Glucose-6-
phosphat. Der Reaktionspartner des HbA1b  ist unbekannt. Die Hauptfraktion des
HbA1 bildet mit 75-80% das HbA1c, welches mit D-Glucose am N-terminalen Valin
der  -Kette glykiert ist.
Neben den verschiedenen Formen des HbA1  gibt es auch glykierte Hämoglobine
beim HbA2, das aus zwei  - und zwei  -Ketten gebildet wird, sowie dem fetalen
Hämoglobin HbF, bestehend aus zwei  - und zwei  -Ketten. Diese Formen haben
jedoch nur einen geringen Anteil am Gesamthämoglobin und somit auch an allen
Glykohämoglobinen  98 .
Abb. 2.2: HbA1c   28 11
2.1.4 Entstehung des HbA1c
Im ersten Schritt zur Bildung der Glykohämoglobine reagiert die freie
Aldehydgruppe der D-Glucose mit einer primären Aminogruppe der Hämoglobine zu
einer Schiff´schen Base. Dieses als Aldiminform bezeichnete Zwischenprodukt ist
nicht beständig, so dass die Reaktion reversibel ist. Die Anlagerung der Glucose an
das Hämoglobin ist pH-  und konzentrationsabhängig. Da die erste
Aldiminentstehung reversibel ist, wirkt sich eine kurzzeitige Erhöhung der
Blutglucosekonzentration nur in geringem Maß auf die Glykohämoglobinmenge aus.
Erst durch eine weitere intramolekulare Umlagerung der instabilen Aldiminform in
eine stabile Ketoaminform entsteht das stabile Glykohämoglobin. Diese Reaktion
wird als Amadori Umlagerung bezeichnet und ist nahezu irreversibel. In weiteren
Reaktionen entstehen Maillard-Produkte, auch advanced glycated endproducts
genannt.
Die Ketoaminform des Glykohämoglobin ist nicht abbaubar. Daher begrenzt nur die
Lebensdauer der Erythrozyten die Dauer des Fortbestehens von Glykohämoglobinen.
Beim gesunden Menschen beträgt die mittlere Halbwertzeit der Erythrozyten 60
Tage.
Abb. 2.3: Ablauf der HbA1c Entstehung12
2.1.5 Klinische Aussagekraft des HbA1c
Die Bestimmung des HbA1c ist für die Diabeteskontrolle ein wesentliches Kriterium
geworden. Patienten mit einem nichtbehandelten Diabetes mellitus weisen einen
höheren Glykohämoglobinspiegel als Gesunde auf  75 . So erlaubt der HbA1c - Wert
nicht nur einen Schluss auf die durchschnittliche Blutglucosekonzentration der
vergangenen Wochen, sondern lässt auch eine Risikoabschätzung der möglichen
Folgeschäden zu,  mehr als dieses momentane und punktuell ermittelte
Blutzuckerwerte können.
Die ermittelten Konzentrationen des Glykohämoglobins korrelieren mit der mittleren
Blutglucosekonzentration der vorausgegangenen 6-8 Wochen  90,94 . Die
Berechnung der mittleren Blutglucosekonzentration erfolgt nach einem linearen
Algorithmus, der jedoch nur für die jeweilige Methode seine Gültigkeit besitzt. So
haben Berger und Flückiger zum Beispiel für die Biorad-Minisäulen folgende
Formel errechnet:
  2,02 x HbA1c   - 5,19 =  cGlucose  [mmol/l]  90 
Frühere Autoren gingen davon aus, die HbA1c  Konzentration sei nicht vom Alter
abhängig, später konnte jedoch aufgezeigt werden, dass mit steigendem Lebensalter
auch die Glykohämoglobinkonzentrationen zunehmen. Es ließen sich auch
geschlechtsabhängige Unterschiede der HbA1c-Konzentrationen nachweisen. So
zeigen Frauen höhere HbA1c-Werte auf als Männer. Als Ursache wird eine größere
Menge an fetalem Hämoglobin bei Frauen vermutet  90 .
Eine definitive Aussage über die Alters-  und Geschlechtsabhängigkeit der
Glykohämoglobinwerte lässt sich erst treffen, wenn die Messverfahren international
standardisiert sind.
Die Korrelation von mittlerer Blutglucosekonzentration und Glykohämoglobin
wurde in der DCCT-Studie nachgewiesen, bei der 278 Typ-I Diabetiker untersucht
wurden. Im Rahmen dessen wurde bei ihnen ein Jahr lang vierteljährlich das HbA1c
bestimmt, sowie ein Blutzuckertagesprofil mit 7 Messungen angefertigt. Es ergab
sich ein Korrelationskoeffizient von 0,80 bei p<0,0001. Aus dieser  Studie wird
abgeleitet, dass eine Erhöhung des HbA1c um 1% mit einer Erhöhung der mittleren
Blutglucose um 1,99 mmol/l einhergeht  90 .13
Eine gute Glucosestoffwechseleinstellung liegt gemäß der St. Vincent Deklaration
bei HbA1c-Konzentrationen <6,5% vor. Im Bereich von 6,5-7,5% wird sie als
grenzwertig und >7,5% als schlecht eingestuft, wobei die genaue Einteilung der
Grenzwerte immer von der angewandten Analysemethode abhängig ist [98]. Eine
schlechte Einstellung eines Diabetes mellitus geht mit einem erhöhten Risiko von
Komplikationen wie der diabetischen Mikroangiopathie mit diabetischer
Neuropathie, Makroangiopathie mit KHK, Myokardinfarkt, pAVK, Schlaganfall,
sowie Nephropathie und Retinopathie einher. Erhöht wird die Gefahr von
Komplikationen wenn zugleich weitere Risikofaktoren wir Hypertonie, Adipositas,
Hypercholesterinämie etc. vorliegen. In einer Studie von Henricsson et al. wurde die
Inzidenz der diabetischen Retinopathie zehn Jahre nach Diagnosestellung eines
Diabetes mellitus untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass Patienten mit
Retinopathie eine deutlich schlechtere Glucosestoffwechseleinstellung mit einem
durchschnittlichen HbA1c  von 8,1% im Gegensatz zu denen ohne (HbA1c  6,8%)
hatten [46]. Bei einer Reduktion des HbA1c  < 7% kommt es somit zu einer
signifikanten Abnahme des Risikos für mikrovaskuläre Komplikationen wie z.B.
auch der diabetischen Nephropathie  106,104,94 .
Auch für makrovaskuläre Komplikationen zeigten sich ähnliche Ergebnisse.
Jesudason et al. beschreiben schon bei HbA1c Werten von 5,6-6,1% ein 1,8-2,2fach
erhöhtes und für Patienten mit einem HbA1c   6,2% ein mindestens 2,2fach erhöhtes
Risiko kardiovaskulärer Komplikationen [54].
Die Kontrolle des HbA1c sollte bei einem Typ-I Diabetiker alle 3 Monate erfolgen,
bei nicht insulinpflichtigen Diabetikern alle 6 Monate, sofern sie in ihrer Einstellung
stabil sind  90,69 .
Von besonderer Bedeutung ist die Überwachung der Stoffwechseleinstellung bei
Schwangeren. Diabetikerinnen haben im Vergleich zu Gesunden eine erhöhte Rate
von Totgeburten, perinataler Mortalität und kongenitaler Missbildungen ihrer Kinder
[31]. Die HbA1c Konzentration korreliert weiterhin mit der Entwicklung einer fetalen
Makrosomie [34]. Bei der Untersuchung von Frühgeburten und termingerechten
Geburten bei Frauen mit Diabetes mellitus lag bei den Frauen mit Frühgeburten der
HbA1c  Wert zuletzt bei durchschnittlich 8,1% wohingegen bei denen mit
termingerechter Geburt der durchschnittliche HbA1c Wert 7,4% betrug [60]. Somit14
kommt dem HbA1c beim Monitoring von Schwangeren mit Diabetes mellitus grosse
Bedeutung zu.
Es wird vermutet, dass das HbA1c darüber hinaus auch zur Diagnostik einer gestörten
Glucosetoleranz angewendet werden kann  69,61 . Auch wenn das HbA1c deutlich
mit dem Risiko von Komplikationen korreliert, kann es jedoch zur Diagnosestellung
bzw. zum Ausschluss eine Diabetes mellitus nur beitragen, wenn der HbA1c Wert
deutlich im pathologischen Bereich oder im unteren Normbereich liegt [54].
2.1.6 Ausgewählte Nachweismethoden
Zur Bestimmung des HbA1c kann sowohl Kapillarblut als auch venöses Blut
verwendet werden. Als Antikoagulantien eignen sich vor allem EDTA und Heparin.
Jedoch kann Heparin-Iodoacetat nicht eingesetzt werden.
Mit den folgenden Methoden kann die HbA1/HbA1c-Konzentration bestimmt werden,
wobei die Nachweise verschiedene Normwerte und Referenzbereiche besitzen.
Kationenaustauschchromatographie
Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Auftrennung der verschiedenen Proteine
im Blut mittels einer Chromatographiesäule, welche mit einem Ionenaustauscherharz
versehen ist. Auf Grund der Glykierung verlieren die Hämoglobine die vorher
bestehende positive Ladung an den Aminogruppen. So haften sie nicht so gut an dem
negativ geladenen Austauschharz der Chromatographiesäule wie das HbA0  und
werden früher eluiert. Diese Eigenschaft brachte ihnen die Bezeichnung schnelle
Hämoglobine ein  98,90 . Es treten jedoch zahlreiche Störfaktoren auf, da auch viele
andere veränderte Hämoglobinformen Ladungsunterschiede im Vergleich zum HbA0
aufweisen. Hier spielen Aldiminform, Carbamylierungen, Acetylierungen,
Acetaldehydaddukte, Abbauprodukte, Alterungsartefakte und abnorme Hämoglobine
eine Rolle. Für die klinische Diagnostik erfolgt eine ausreichende Auftrennung in die
einzelnen Fraktionen. Jedoch wird auch ein Teil des nicht glykierten Hämoglobins
miterfasst. Eine analytische Verbesserung lässt sich mit speziellem Säulenmaterial
und längeren Trennzeiten erreichen. Die Methode ist empfindlich bezüglich
Veränderungen von pH-Wert und Temperatur.15
Die Kationenaustauschchromatographie gibt es als teil-  oder vollautomatische
HPLC/FPLC mit verschiedenen Säulengrößen.
Elektrophorese
Die elektrophoretische Auftrennung von Glykohämoglobinen und unglykierten
Hämoglobinen beruht auf der Veränderung der Gesamtladung des Moleküls, sowie
des isoelektrischen Punktes auf Grund der Glucosebindung an Hämoglobin. Zwei
verschiedene Elektrophoresearten sind einsetzbar. Eine Möglichkeit ist eine
elektrophoretische Auftrennung in einem Agarosegel, die zweite Methode besteht in
der isoelektrischen Fokussierung in einem Gel mit einem pH-Gradienten von 5,0-6,5.
Eine bessere Auftrennung in die einzelnen Unterfraktionen erfolgt bei der
isoelektrischen Fokussierung.
Affinitätschromatographie
Bei der Affinitätschromatographie ist die Chromatographiesäule mit an Agarose
gebundener m-Aminophenylborsäure versehen. Borsäure bildet mit cis-
Hydroxylgruppen Komplexe. So geht sie mit allen Glykohämoglobinen
(GesamtHbA1) eine Verbindung ein, nicht jedoch mit unglykiertem Hämoglobin.
Letzteres durchläuft die Säule ohne an diese gebunden zu werden und es kann dessen
Menge bestimmt werden. Erst nach Zugabe eines anderen Substrates mit cis-
Hydroxylgruppen (z.B. Sorbit) wird das Glykohämoglobin von der Borsäure
verdrängt und kann eluiert werden.
Diese  Methode ist wenig anfällig für Hämoglobinopathien oder andere veränderte
Hämoglobine, jedoch lässt sich nur das Gesamtglykohämoglobin messen. Das
standardisierte HbA1c wird aus dem Gesamtglykohämoglobin errechnet.
Immunoassay
Mit einer hohen Spezifität erfassen monoklonale und auch polyklonale Antikörper
das HbA1c. Als Epitop dienen die letzten vier bis acht Aminosäuren der  -Kette des
Hämoglobins zusammen mit der N-terminal gebundenen Glucose am Lysin. Diese
Art des Nachweises kann als Radio-  und Enzymimmunoassay, sowie
immunturbidimetrisch erfolgen. Der Radioimmunoassay wird häufig als16
kompetitiver Immunoassay durchgeführt. Hierbei wird neben dem zu bestimmenden
Antigen eine definierte Menge markierten Antigens verwendet. Beide Antigene
konkurrieren um  die zugegebenen Antikörper und reagieren entsprechend ihrem
Verhältnis zueinander. In einem weiteren Schritt wird ungebundenes Antigen aus der
Probe entfernt und die Menge des gebundenen, markierten Antigens bestimmt,
woraus die Konzentration des gesuchten Antigens errechnet wird. Der
Enzymimmunoassay verwendet Antikörper, die auf einer Oberfläche fest gebunden
sind. Bei der Überschichtung dieser mit der zu untersuchenden Probe binden die
darin befindlichen Antigene an diesen Antikörper. In einem zweiten Schritt werden
enzymmarkierte, lösliche Antikörper zugegeben. Diese binden wiederum an das
bereits gebundene Antigen und bilden so ein Sandwich. Das Enzym setzt ein
zugegebenes Substrat zu einem Farbstoff um, dessen Menge äquivalent zur Menge
der gebundenen Antigene ist. Bei der Immunturbidimetrie werden zur Probe mit dem
zu bestimmenden Antigen spezifische Antikörper im Überschuß gegeben. Dadurch
kommt es zur Bildung von Antigen-Antikörper-Komplexen. Die durch diese
verursachte Trübung wird photometrisch erfasst und die Antigenkonzentration
errechnet.
Abnorme und modifizierte Hämoglobine stören den Assay nicht, jedoch wird das
HbA2c wegen des identischen Epitops der glykierten  -Kette immer miterfasst. Wenn
als Epitop nur die letzten vier Aminosäuren der  -Kette dienen, wird bei einer
Sichelzellanämie im Gegensatz zu anderen Methoden auch das HbS1c mitgemessen.
Aus diesen Gründen kann der ermittelte Wert neben HbA1c  andere glykierte
Hämoglobine enthalten.
2.1.7 Störfaktoren und Interferenzen
Hämatologische Erkrankungen, Transfusionen, Blutverluste
Da das Hämoglobin Bestandteil der Erythrozyten ist, wird die Existenz und
Nachweisbarkeit von der Lebenszeit der roten Blutkörperchen bestimmt. Alle
Erkrankungen, die mit einer Verringerung der erythrozytären Lebensdauer
einhergehen, führen zu einer Erniedrigung des HbA1c. Die Konzentration der17
Glykohämoglobine nimmt durch die kürzere Lebenszeit und damit verminderte
Glykierung ab  90 . Dieses Phänomen tritt zum Beispiel bei der Sphärozytose und
Eisen-, Vitamin B12-  und Folsäuremangelanämien auf  69,55 . Auch einmalige
akute Blutverluste führen zu einer Veränderung des HbA1c. So verringert sich die
Glykohämoglobinmenge bei einer Blutspende von 450 ml um 0,5%, wobei der
größte Einfluss auf das Ergebnis 6-8 Wochen nach der Spende zu erwarten ist. Bei
wiederholten Blutverlusten ist die Abnahme noch größer  90 .
Hämolytische Anämien haben einen ähnlichen Effekt auf das HbA1c  wie
Blutverluste. Anders ist es bei Anämien, die nicht mit einer Hämolyse einhergehen.
Hier ist das Glykohämoglobin unverändert oder leicht erhöht, je nachdem wie groß
der Anteil fetalen Hämoglobins ist. Zu beachten ist, dass bei Diabetikern die
Erythrozytenlebenszeit oft nicht der Norm entspricht. Durch Mikroangiopathien und
Niereninsuffizienz ist diese verkürzt  90 .
Bluttransfusionen affektieren das HbA1c  je nach vorangegangenem Blutverlust,
sowie in Abhängigkeit der Glykohämoglobinmenge im Spenderblut.
Neben der verkürzten Erythrozytenlebenszeit kann es auch zur Verlängerung dieser
kommen. Dieses ist zum Beispiel bei Patienten nach Splenektomie der Fall. Jedoch
scheint es hier keine signifikante Erhöhung des HbA1c zu geben  98 .
Hämoglobinopathien
Es existiert eine große Anzahl pathologischer Hämoglobine, die durch Veränderung
der Aminosäuresequenz oder auch durch Modifikation des Hämoglobins entstehen
können. Diese können die Bestimmung der Glykohämoglobine beeinflussen, wobei
vor allem die chromatographischen Methoden davon betroffen sind  110 . Je
nachdem wie sich die Oberflächenladung des Moleküls verändert, und dadurch das
Elutionsverhalten, erscheint der HbA1c-Wert zu hoch oder zu niedrig. Höhere Werte
als 20% HbA1c lassen fast immer auf pathologische Hämoglobinformen schließen, da
In-Vitro-Versuche gezeigt haben, dass praktisch nie HbA1c-Werte erreicht werden,
die größer als 20% sind  98 . Im Gegensatz zur HPLC/FLPC wird die
Affinitätschromatographie durch Hämoglobinopathien nicht beeinflusst. Bei
immunologischen Nachweismethoden können Störungen möglich sein, je nachdem18
ob das Epitop, welches von den Antikörpern erfasst wird, verändert wurde oder
nicht.
Es ist nötig Methoden zu verwenden, die nicht nur zwischen Varianten wie HbC,
HbS, beta-Thalassämie etc. differenzieren können, sondern auch zwischen HbA1c
und fetalem Hämoglobin, denn es kann bei Erwachsenen selten eine Hämoglobin F
Persistenz bestehen oder das HbF bei Thalassämie kompensatorisch erhöht sein
 110 . Darüber hinaus ist bei Diabetikern der Anteil des HbF im Allgemeinen erhöht,
wobei dieses beim Typ I Diabetes deutlicher ausfällt als beim Typ II  98,90 . Von
einer fehlerhaften Bestimmung sind hauptsächlich chromatographische und
elektrophoretische Methoden betroffen, wobei die HPLC dennoch HbF von HbA1c
unterscheiden kann, wie es auch bei der Affinitätschromatographie und dem
Immunoassay der Fall ist  98,90 .
Hämoglobin-Modifikationen
Bei niereninsuffizienten und urämischen Patienten ist eine genaue und auch sichere
Aussage über die Konzentration von Glykohämoglobinen im Blut nicht möglich, da
die Bestimmung durch carbamyliertes Hämoglobin gestört sein kann. Dieses entsteht
mittels nichtenzymatischer Bindung von Isozyanat, welches neben Ammoniumionen
durch spontanen Zerfall von Harnstoff frei wird, an eine endständige Aminogruppe
[98,5]. Durch eine erhöhte Harnstoffkonzentration, wie sie bei Niereninsuffizienz
und Urämie vorkommen, wird vermehrt Hämoglobin carbamyliert  98,90 . Die
Konzentration carbamylierten Hämoglobins ist somit von der Harnstoffkonzentration
im Blut, sowie der Expositionsdauer abhängig. So korreliert die Menge des
carbamylierten Hämoglobins mit dem durchschnittlichen Harnstoffspiegel der
vorangegangenen ein bis drei Monate. Gleichzeitig dient das carbamylierte
Hämoglobin als Marker für eine adäquate Hämodialysetherapie eines
niereninsuffizienten Patienten [43]. Harnstoff und Glucose beeinflussen gegenseitig
ihre Reaktion mit Hämoglobin. Hierbei senkt aber die Glucose stärker die Bildung
carbamylierten Hämoglobins als Isozyanat die Glykierung von Hämoglobin
vermindert [4]. Somit ist die Glykohämoglobinbildung bei Diabetikern mit
Niereninsuffizienz bei gleicher durchschnittlicher Blutglucosekonzentration geringer
als bei einem nierengesunden Diabetiker.19
Durch Veränderung der oberflächlichen Ladungsverhältnisse wird carbamyliertes
Hämoglobin zusammen mit HbA1a+b  und HbA1c  eluiert, und erhöht den
vermeintlichen HbA1c  Wert  12,110 . Aus diesem Grund sind vor allem
ladungsabhängige Nachweismethoden wie zum Beispiel die
Ionenaustauschchromatographie und die Elektrophorese von diesem Fehler betroffen
 90 . Immunoassays, die monoklonale Antikörper gegen das N-terminale Ende der
Betakette mit der gebundenen Glucose verwenden, zeigen keine Kreuzreaktion mit
carbamyliertem Hämoglobin [84]. Ebenso wird die Affinitätschromatographie mit
Reaktion von Borsäure mit dem Monosaccharid  durch carbamyliertes Hämoglobin
nicht beeinflusst [98].
Als weitere Fehlerquellen kommen bei Niereninsuffizienz und vor allem bei Urämie
die verkürzte Erythrozytenlebenszeit und die durch Erythropoietinmangel
verursachte Anämie in Betracht. Durch eine Therapie mit Erythropoietin wird die
Bestimmung durch die Zunahme der Retikulozytenzahl noch erschwert  90 .
Unter den Pharmaka, welche die Bestimmung der Glykohämoglobine stören können,
spielt die Acetylsalicylsäure die größte Rolle. Gerade eine Dauermedikation mit
höheren Dosen führt zu einer Acetylierung des Hämoglobins, die bis zu 5% betragen
kann. Durch diesen Vorgang kommt es zu einer vermehrten negativen Ladung und
somit verhält sich das acetylierte Hämoglobin ähnlich dem HbA1c. Auf Grund dieser
Eigenschaften sind von der Fehlbestimmung vor allem Elektrophorese und
Ionenaustauschchromatographie betroffen. Durch hohe Dauergaben von
Acetylsalicylsäure im Bereich von 500 mg/d kommt es am ehesten zu einer
deutlichen Acetylierung, während kleine Dauerverabreichungen von 200   300 mg/d
oder auch kurzzeitige, extrem hohe Dosierungen von bis zu 2000 mg/d keinen
Einfluss auf die Glykohämoglobinbestimmung haben sollen  90 .
Die Konzentration von Glykohämoglobinen im Blut kann auch durch einen
gesteigerten Alkoholkonsum erhöht sein. So kann trotz normaler Glucosetoleranz die
HbA1c-Konzentration erhöht erscheinen. Vor allem bei einer Ethanolzufuhr von 150
   200 g/d kommt es zur Bildung von Acetaldehydaddukten  98  am Hämoglobin.
Nach Absetzen stellen sich mit einer Halbwertzeit von 11 Tagen normale HbA1c-
Werte ein  90 .20
Als weitere, jedoch seltenere Ursachen für eine falsch hohe
Glykohämoglobinkonzentration kommen  -Lactam-Penicillin, Phenobarbital,
Hydroxyurea, chronische Bleivergiftungen und eine Galaktosämie in Betracht  90 .
Labiles Glykohämoglobin
Der Bildung der stabilen Ketoaminform des HbA1c geht eine Vorstufe voraus. Diese
ist wie schon oben beschrieben die labile Aldiminform des Glykohämoglobins. Auf
immunologische und affinitätschromatographische Nachweise hat diese Form keinen
Effekt, jedoch interferiert sie mit der Elektrophorese und Chromatographie. Dadurch
kann es zu einer Messwerterhöhung kommen. Aus diesem Grund ist es sinnvoll die
labile Aldiminform vor der Analyse zu entfernen. Dazu eignen sich: Waschen der
Erythrozyten, Dialyse, die Verschiebung des pH-Wertes oder eine chemische
Elimination  98 .
2.2 C-reaktives Protein   ein Entzündungsmarker
2.2.1 Einführung
Das CRP wurde 1930 erstmals von Tillet und Francis beschrieben, die diesem
Protein den Namen C-reaktives Protein nach der Fähigkeit gaben am C-
Polysaccharid der Zellwand von Streptokokkus pneumoniae zu binden  51,28 .
Es gehört zu den Akute-Phase-Proteinen und wird in der Leber gebildet. Seine
Struktur wird von fünf identischen, nicht glykolysierten Untereinheiten gebildet.
Diese sind zu einem Ring zusammengelagert und nicht kovalent gebunden. Die
einzelnen Untereinheiten bestehen aus einer Polypeptidkette aus 206 Aminosäuren
und besitzen jeweils eine Masse von etwa 23,5 kD  51,98 . Wegen seiner
charakteristischen pentameren Struktur gehört das CRP zur Gruppe der Pentraxine,
welche calciumbindende Proteine mit Immunabwehreigenschaften sind  98 . Bei
verschiedenen Zustandsformen des CRP existieren mindestens acht verschiedene
Epitope, gegen die es monoklonale Antikörper gibt, die für Nachweise eingesetzt
werden  113 .21
Abb. 2.4: Die pentamere CRP-Struktur  51 
Von allen Akut-Phase-Proteinen steigt das CRP bei bakteriellen Infektionen am
schnellsten und am stärksten an, wodurch es zum bedeutendsten Parameter unter
diesen geworden ist  49,28 . Auf Grund der schnellen, empfindlichen und
weitreichenden Erfassung entzündlicher Prozesse ist das C-reaktive Protein dem
Differentialblutbild, der Temperaturerhöhung und der Blutkörperchensenkungs-
geschwindigkeit in seiner diagnostischen Aussage überlegen  28 .
2.2.2 Bildung des C-reaktiven Proteins
Das CRP wird haupsächlich in der Leber von Hepatozyten synthetisiert, wobei sich
die genetische Information beim Menschen auf dem Chromosom 1 befindet  51 .
Neben den Leberzellen können auch andere Gewebe bzw. Zellen im Körper das C-
reaktive Protein bilden, jedoch ist der Anteil am Gesamt-CRP so gering, dass die
extrahepatische Syntheseleistung für die Plasmakonzentration nicht von Bedeutung
ist  98 .
Eine vermehrte Produktion des C-reaktiven Proteins wird durch inflammatorische
Zytokine induziert, wobei neben Interleukin-1, TNF-  und INF- , das Interleukin-6
den größten Stimulus darstellt  63,112 . Die Induktion der CRP Synthese durch
Zytokine findet auf Transkriptionsebene statt. Der stimulierte Transkriptionsfaktor
c/EBPbeta bindet dabei an den CRP Promotor, wobei das c-Rel Protein durch
Bindung an c/EBPbeta die CRP Expression noch verstärkt [2]. Das synthetisierte22
CRP wird normalerweise, an zwei Carboxylesterasen gebunden, im
endoplasmatischen Retikulum gespeichert. Während der Akute-Phase-Reaktion
nimmt die Bindungsaffinität dieser Carboxylesterasen ab, so dass weniger CRP im
endoplasmatischen Retikulum zurückgehalten wird [114]. Bei einer maximalen
Akute-Phase-Antwort können bis zu 20% der gesamten Leberproteinsyntheseleistung
von der Bildung des CRP eingenommen werden. Normalerweise werden von der
Leber pro Tag 1-10mg CRP produziert, bei einer akuten Entzündung kann die Rate
in kurzer Zeit um das 1000fache auf über 1g pro Tag ansteigen  98,63 . Nach
Wegfall der Induktion der CRP-Synthese durch Il-6, fällt innerhalb von 2-4 Stunden
die Syntheseleistung wieder in den physiologischen Bereich ab. Die biologische
Halbwertzeit für das freie CRP beträgt 19h. Sie  ist jedoch bei an Liganden
gebundenem CRP verringert.
Da noch keine genetischen Defekte des C-reaktiven Proteins beschrieben wurden,
wird davon ausgegangen, dass es sich hierbei um ein essentielles Protein handelt.
Das CRP wird nicht nur vom Menschen gebildet, sondern von allen Vertebraten und
auch den meisten Nicht-Vertebraten  98 .
2.2.3 Funktion des CRP
Die Funktion des CRP besteht in der Opsonierung körpereigenen und körperfremden
Materials, welches entfernt werden soll. Durch die Bindung an diese Substanzen
werden Makrophagen und das Komplementsystem aktiviert. Im Speziellen hat es
drei Haupteigenschaften aus denen viele Funktionen hervorgehen:
1. Bindung an Phosphorylcholin
2. Komplementaktivierung
3. Bindung an Zellrezeptoren (Fc-Rezeptoren o. spezif. CRP-Rezeptoren)  51 
Die Fähigkeit zur Bindung an Phosphorylcholin, Chromatin und Histonen bietet die
Möglichkeit der Opsonierung von Fragmenten körpereigener zugrunde gegangener
Zellen, die toxisch oder allergen wirken könnten, sowie körperfremder Organismen
und deren Bestandteile  98,30 . Eine Anheftung an Zellen ohne Rezeptoren findet
jedoch nur statt, wenn die Lipiddoppelschicht der Zellmembran defekt ist und
Phosphorlipide aus dem Inneren der Membran an die Oberfläche treten. Im23
Gegensatz dazu kann das CRP bei exogenem Material an den lebenden und
unbeschädigten Organismus binden, da das Phosphorylcholin Bestandteil der
Zellwände von Bakterien, Pilzen und Parasiten ist  98,63 .
Sobald die Bindung an eine der genannten Substanzen erfolgt ist, wird durch den
entstandenen Komplex aus CRP und Komplementfaktor C3b auf der Oberfläche das
Komplementsystem aktiviert  112 . Aktivierte Makrophagen sorgen für die
Beseitigung des Komplexes. Über eine Bindung an T-, B- und Null-Lymphozyten
über Fc-Rezeptoren als s-CRP (surface-CRP) fördert es die Aktivierung von
Natürlichen Killerzellen, teilweise auch durch direkte Bindung an diese  53 . Ein
weiterer großer Stimulus für die Makrophagenaktivierung sind Fragmente des CRP-
Ligand-Komplexes, die durch Proteasen von gebundenen neutrophilen Granulozyten
entstehen. Neben dieser Aktivierung findet gleichzeitig eine Inhibition der
neutrophilen Granulozytenfunktion durch die Spaltprodukte statt  98,63 .
Weitere Funktionen des CRP sind die Behinderung der Thrombozytenaggregation
und  damit die Herabsetzung des Thromboserisikos, sowie die Bindung an low-
density-Lipoproteine und Entfernung von LDL aus atherosklerotischen Plaques
durch Anheftung an Rezeptoren von Phagozyten  51 .
2.2.4 CRP und andere Entzündungsparameter
Bei Erkrankungen im Rahmen einer Infektion gibt es vielerlei Symptome und
Parameter, die zur Diagnostik herangezogen werden können. Hierzu zählen neben
einer Erhöhung der Körpertemperatur, der Leukozytenzahl und der
Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) vor allem die Proteine der Akute-
Phase-Reaktion. Sie haben unter anderem die Funktion Zellen vor Schädigung durch
die Akute-Phase-Reaktion zu schützen. Dieses erfolgt durch ihre Eigenschaften als
Enzyminhibitoren, Transportproteine und Induktoren zur Synthese von Proteinen des
Gerinnungs- und Komplementsystems. Unter den Akute-Phase-Proteinen zeigen das
Serum Amyloid A Protein (SAA) und das C-reaktive Protein den größten Anstieg
.Die Erhöhung kann bis zum 1000fachen des normalen Wertes betragen  51,63 .
Ein häufiges und sehr weit verbreitetes Merkmal für eine Erkrankung ist der Anstieg
der Körpertemperatur auf über 37,5°C. Jedoch wird dieses Merkmal von vielen24
verschiedenen Faktoren beeinflusst. So ist die Körpertemperatur einerseits auch von
der Umgebungstemperatur abhängig und andererseits kann eine Erhöhung bei lokal
begrenzten Prozessen fehlen  98 . Bei verschiedenen Patienten kann es zum
Ausbleiben von Fieber trotz einer schwerwiegenden Infektion kommen. Hierzu
gehören vor allem ältere Patienten, Kleinkinder, sowie immunsupprimierte Patienten.
Zu einer Fehlbeurteilung der Körpertemperatur können weiterhin auch
fiebersenkende Pharmaka führen, welche zu einer Unterdrückung oder Senkung des
Fiebers mit mangelnder Beeinflussung des entzündlichen Geschehens führen  49 .
Für eine bakterielle Infektion ist meist eine Leukozytose charakteristisch, so dass
man bei Verdacht auf eine derartige Erkrankung in der Regel eine Linksverschiebung
im Differentialblutbild erwarten würde. Auch wenn die Leukozytenzahl deutlich auf
eine Infektion hinweisen kann, hat sie den Nachteil, dass zum einen lediglich
bakterielle Erreger erfasst werden, zum anderen es unter diesen Erkrankungen auch
einige gibt, die selbst bei einer schweren Infektion, keine Leukozytose verursachen.
Hierzu gehören  z.B. Typhus, Brucellose, Miliartuberkulose und Rickettsiose  49 .
Selbst bei einer Pneumokokkenpneumonie kann ein Anstieg der Leukozytenzahl
fehlen. Ebenso ist dieses der Fall, wenn eine Leukozytopenie vorliegt, sei es auf
Grund einer Grunderkrankung oder in Folge einer Zytostatikabehandlung.
Demgegenüber ist das CRP in der Lage eine Differenzierung zwischen viralen und
bakteriellen Erregern zuzulassen und zeigt selbst bei immunsupprimierten Patienten
Infektionen an  86,95 .
Ein guter und weit erfassender Suchtest auf Infektionen und Tumorerkrankungen ist
die Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG). Sie ist von zahlreichen Faktoren
abhängig und somit sehr störanfällig. Zu diesen gehören der Hämatokrit, die
Erythrozytenzahl, sowie deren Form, Größe und Ladung. Weiterhin haben auch
Nicht-Akute-Phase-Proteine wie Immunglobuline und andere Serumproteine wie das
Albumin Einfluss auf das Ergebnis der BSG  63 . Damit ist die BSG Erhöhung auch
ein indirektes Zeichen für eine CRP Erhöhung. Zusätzliche Faktoren sind die
Fettaufnahme mit der Nahrung, Schwangerschaft, Tageszeit und Temperatur. Das
CRP zeigt im Gegensatz dazu keine tageszeitlichen Schwankungen und bleibt bei
gesunden Personen im Referenzintervall. Kurzzeitige Schwankungen über diesen
Bereich sind nicht zu erwarten  70,66 . Da die BSG neben der großen Anzahl der25
Störfaktoren auch nur sehr langsam reagiert, ist das C-reaktive Protein gerade bei
akuten Entzündungen auf Grund seiner geringen Anfälligkeit gegenüber Störungen
und seinem sehr raschen Anstieg deutlich überlegen  100 . Bei der Differenzierung
zwischen bakteriellen und viralen Infektionen kann die BSG keinen Beitrag leisten.
Jedoch ist die Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit ohne Zweifel von großer
Bedeutung gerade in der Verlaufskontrolle langdauernder entzündlicher
Erkrankungen, wobei hier vor allem die Tuberkulose zu erwähnen ist. Einen weiteren
Vorteil bietet die BSG in der Früherkennung von Tumorerkrankungen, da sie in
diesem Fall sensitiver als das CRP reagiert.
Abb. 2.5: Blutwerteveränderung in der Akute-Phase-Reaktion  51 
2.2.5 Klinische Aussagekraft des CRP
Je nach Höhe des CRP-Anstiegs lässt sich auf die Art der Erkrankung bzw. Infektion
schließen, denn der Grad der Erhöhung der CRP-Produktion in der Leber spiegelt
den Umfang der  Schädigung des Gewebes wieder, sowie das Ausmaß der
Entzündungsaktivität. So gibt es charakteristische Grenzen, welche trotz der
Unspezifität des Markers einen Hinweis auf die Ursache liefern  98,63 .26
So kann eine Erhöhung des CRP über den Normbereich auf akute und chronische
Entzündungen, Autoimmun-  und Immunkomplex-Erkrankungen, Myokardinfarkte,
tiefe Venenthrombosen, rheumatoide Erkrankungen, sowie auf Gewebsnekrosen und
maligne Tumore hinweisen  63 .
Etwa sechs Stunden nach einem akuten Stimulus wie z.B. einem Trauma steigt das
CRP im Blut an. Die höchste Konzentration wird nach 48 Stunden erreicht. Aus
diesem Grund sollte ein quantitativer Nachweis in einem Zeitraum von maximal drei
Tagen nach dem Stimulus erfolgen um eine richtige Aussage treffen zu können.
Generell ist ein Anstieg des C-reaktiven Proteins immer pathologisch.
Für beide Geschlechter liegt das Referenzintervall und damit der Bereich, in
welchem eine Erkrankung ausgeschlossen werden kann, bei einer CRP
Konzentration <10mg/l  87,33 .
Bei einer leichten Entzündung kommt es nur zu geringeren Anstiegen des CRP
zwischen 10 und 50 mg/l. Hierzu zählen zum Beispiel lokale bakterielle Infektionen,
Bronchitis, Zystitis, Abszesse, Herzinfarkt, Venenthrombose, operative und
unfallbedingte Traumen, maligne Tumoren, rheumatische Erkrankungen, die inaktiv
sind, sowie fast alle viralen Infektionen.
Den größten Reiz für die Akute-Phase-Reaktion stellen bakterielle Endotoxine dar.
So kann es bei Infektionen mit gram-negativen Erregern zu einem Anstieg des CRP
auf bis zu 500 mg/l kommen. Im Gegensatz dazu führen Erkrankungen durch
Parasiten nur selten zu Erhöhungen des C-reaktiven Proteins auf mehr als 50 mg/l.
Bei CRP-Konzentrationen größer 50 mg/l muss von einer schweren Infektion
ausgegangen werden. Dieses ist ein Zeichen dafür, dass auf jeden Fall eingeschritten
werden muss. Werte von über 100 mg/l weisen oft auf eine bakterielle Infektion hin.
Aufgrund dieses Zusammenhangs lassen sich manche Erkrankungen und ihre
Ursachen gut differenzieren. Es kann vor allem unterschieden werden, ob es sich um
einen bakteriellen oder viralen Erreger handelt  95 . Wenn bei einer
Atemwegsinfektion oder Meningitis die CRP-Konzentration über 100 mg/l liegt,
weißt dieses, wie oben beschrieben, auf einen bakteriellen Erreger hin.
Die CRP-Bestimmung kann außer zur Diagnostik zur Verlaufskontrolle von
Erkrankungen und Therapien herangezogen werden. Hier spielt die Kontrolle von
Antibiotikatherapien eine große Rolle, denn über das CRP kann frühzeitig festgestellt27
werden, ob die Therapie wirkungsvoll ist. Des weiteren kann der CRP-Wert als
Indikation für eine antibiotische Therapie ohne das Vorhandensein einer
mikrobiologischen Diagnostik herangezogen werden, wenn es sich zum Beispiel um
Risikopatienten handelt, bei denen die Mikrobiologie nicht abgewartet werden kann.
Im Gegenzug kann eine Antibiose auch abgesetzt werden, wenn das C-reaktive
Protein im Normalbereich liegt. Schofield et al. konnten zeigen, dass die CRP
Bestimmung zur Diagnose verborgener oder unklarer Infektionen bei  akuter
Leukämie, sowie als Anhaltspunkt zur Einleitung einer antibiotischen Therapie gut
geeignet ist  86 .
Bei rheumatischen Erkrankungen wie z.B. die rheumatoide Arthritis kann das CRP
mit seinem relativ schnellen Anstieg oder Abfall helfen eine geeignete
entzündungshemmende Therapie ausfindig zu machen, gerade dann, wenn die
Wirkung der Therapie klinisch nicht oder nur schwer zu beurteilen ist.
Der CRP-Anstieg erfolgt meist vor einer Änderung der klinischen Symptomatik,
daher können auch sich entwickelnde Komplikationen vorhergesagt werden wie z.B.
die Entwicklung einer Riesenzellarteriitis bei einer Polymyalgia rheumatica  98 . So
eignet sich das CRP gut zum Monitoring rheumatoider Erkrankungen  63 .
Wegen seiner Konstanz bei gesunden Individuen kann das CRP auch über eine
geringe Erhöhung seines Spiegels Hinweise auf pathologische Vorgänge liefern.
Eine chronische Entzündung von Endothelien ist eine entscheidende Komponente für
die Entwicklung von Atherosklerose. Das CRP ist in der Lage das Risiko für
zukünftige Ereignisse bei Patienten vorherzusagen. Diese prognostische Aussage
betrifft somit viele verschiedene Erkrankungen wie Myokardinfarkte, ischämische
Insulte, periphere vaskuläre Erkrankungen und Diabetes mellitus II mit seinen
Begleiterkrankungen  63,82,52 .
Wenn hohe CRP-Konzentrationen persistieren ist dieses ein Zeichen für ein
Versagen der angewandten Therapie oder deutet auf eine schlechte Prognose
beispielsweise bei malignen Tumoren, Infektionen oder Herzinfarkten hin.28
2.2.6 Ausgewählte Nachweismethoden
Für die Bestimmung des CRP wird meist Plasma oder Serum verwendet. Es gibt
jedoch auch Methoden, bei denen aus kapillärem und venösem Vollblut das C-
reaktive Protein ermittelt werden kann. Als Antikoagulantien eignen sich meist
Ammoniumheparinat und EDTA.
Es existieren mehrere Methoden zum Nachweis des CRP, wobei alle auf
immunologischen Reaktionen beruhen. Nachfolgend werden verschiedene
Nachweismethoden zur Bestimmung des C-reaktiven Proteins nach Dörner  28 
beschrieben:
Nephelometrie / Turbidimetrie
Beide Prinzipien messen die CRP-Konzentration in Serum oder Plasma, in dem das
in der Probe enthaltene CRP als Antigen wirkt und mit zugesetzten Antikörpern
reagiert. Wenn Antigen und Antikörper in gleichen Konzentrationen vorliegen,
kommt  es zur Ausbildung unlöslicher Ag/Ak-Komplexe. Sind aber Antigen oder
Antikörper im Überschuß vorhanden liegen die Komplexe in löslicher Form vor.
Dieses wird gut durch die Heidelberger Kurve veranschaulicht.
Die Immunnephelometrie erfasst die durch den Komplex verursachte Trübung der
Probe über den Grad der Streuung von Licht, welches durch das Reaktionsgefäß
geschickt wird. Bei der Immunturbidimetrie wird speziell UV-Licht verwendet und
photometrisch dessen Extinktion durch den Ag/Ak-Komplex gemessen. Um  ein
schnelleres Ausfallen des Komplexes zu erreichen wird meist Polyethylenglycol
zugesetzt. Diese Methoden haben eine sehr kurze Reaktionsdauer und sind gut
mechanisierbar.29
Abb. 2.6: Heidelberger Kurve  28 
Enzymimmunoassay
Bei den Immunoassays wird zwischen zwei Formen unterschieden. Zum einen gibt
es nicht-kompetitive Assays, zum anderen kompetitive. In der folgenden
Beschreibung des Enzymimmunoassays wird die Methode des nicht-kompetitiven
Nachweises behandelt. Der im nächsten Punkt behandelte Fluoreszenzimmunoassay
wird im Gegenzug in Form einer kompetitiven Methode betrachtet.
Das Messprinzip beruht ebenfalls auf einer Antigen-Antikörper-Reaktion. In diesem
Fall ist ein gegen das CRP gerichteter Antikörper auf einer Oberfläche gebunden.
Dieses kann die Wand eines Reagenzröhrchens, eine Filtermembran oder ähnliche
Reaktionsflächen sein. Der gebundene Antikörper liegt im Überschuss vor.
Auf die mit dem Antikörper beschichtete Fläche wird das zu untersuchende Material
aufgetragen und es kommt zur Bindung des gesamten in der Probe vorhandenen C-
reaktiven Proteins, welches als Antigen wirkt.
Im zweiten Schritt wird die Reaktionsfläche mit einem zweiten Antikörper
überschichtet, welcher enzymmarkiert ist. Dieser Antikörper ist gegen CRP gerichtet
und bindet an den bereits von den stationären Antikörpern festgehaltenen Antigenen.
Nach dem Waschen der Reaktionsfläche sind auf dieser genau so viele
enzymmarkierte Antikörper gebunden wie auch Moleküle des C-reaktiven Proteins.
Als abschließender Reaktionsschritt wird ein Substrat zugegeben, welches über das
Enzym umgesetzt wird, mit welchem der zweite Antikörper konjugiert ist. Bei der30
chemischen Umsetzung des Substrates entsteht ein Farbstoff, dessen Menge direkt
proportional zur Menge des vorhandenen Enzyms und damit auch der Konzentration
des CRP in der Probe ist.
Mittels Photometrie wird der Farbstoff erfasst und daraus die Konzentration des C-
reaktiven Proteins berechnet.
Fluoreszenzimmunoassay
Der Unterschied zwischen den verschiedenen Immunoassays liegt in der Art der
verwendeten Markierungsmoleküle. Während bei enzymatischen Methoden die
Farbstoffentstehung durch die Substratumsetzung des Enzyms als quantitativer
Indikator dient, ist es bei dieser Methode die ausgesandte Lichtmenge gebundener
fluorezierender Partikel.
Der kompetitive Nachweis des CRP erfolgt über eine Konkurrenzreaktion zwischen
dem in der Probe vorhandenen Antigen und dem zugesetzten fluoreszenzmarkierten
Antigen. Dazu werden zum Probenvolumen definierte Mengen von Antikörper und
markiertem Antigen hinzugegeben. Beide Formen des Antigens binden nun an die
Antikörper und zwar in dem Verhältnis wie sich ihre Konzentrationen zueinander
verhalten.
Um die entstandenen Komplexe von ungebundenem CRP zu trennen werden diese
durch einen zweiten Antikörper gebunden und das Reaktionsgemisch zentrifugiert.
Der Überschuß wird abgegossen.
Durch Messung der ausgesandten Lichtmenge und dem daraus ermittelten Verhältnis
von markiertem und unmarkiertem Antigen, sowie der bekannten Konzentration des
verwendeten Antikörpers und Antigens, kann die Konzentration des C-reaktiven
Proteins in der Probe ermittelt werden.
Latexagglutinationstest
Bei dieser Art Nachweisreaktion kommen Latexpartikel zum Einsatz, die mit CRP-
Antikörpern beschichtet sind. Diese werden zusammen mit Serum der zu
untersuchenden Probe auf einen Probenträger aufgetragen. Ab einer bestimmten
Menge an Antigen kommt es zur Agglutination von CRP-Antigen und beschichteten
Latexpartikeln, was an einer Ausflockung der milchigen Lösung zu erkennen ist.31
Dieser Nachweis dient heute nur als Suchtest und ist nur semiquantitativ. Darüber
hinaus ist er gegenüber Störfaktoren sehr anfällig. Zu diesen gehören vor allem
Lipide, Bilirubin, Rheumafaktoren und die Leukozytose  49 .
Radiale Immundiffusion
Mit der radialen Immundiffusion lässt sich das CRP quantitativ nachweisen.
Grundlage des Tests bildet eine Agarplatte, in deren Gel in einer gleichmäßigen
Verteilung und damit fester Konzentration pro Volumen Antikörper gegen das C-
reaktive Protein enthalten sind. In vorgestanzte Löcher werden 5 l Serum pipettiert.
Auf Grund des Konzentrationsgefälles diffundiert das Antigen von dem Stanzloch in
die Umgebung. Bei der Entfernung, bei der Antigen und Antikörper in gleicher
Konzentration vorliegen, kommt es zur Komplexbildung und damit zur Präzipitation.
Über den Durchmesser des Präzipitatrings lässt sich die Antigenkonzentration im
Serum bestimmen. Dabei verhält sich das Quadrat des Durchmessers linear zur
Serumkonzentration des CRP  49,28 .
Nachteil dieser Methode ist die lange Dauer des Nachweises, die zwischen 1 und 3
Tagen liegt, was die radiale Immundiffusion für die Praxis ungeeignet macht.
Sonderfall immunometrisches Durchflussprinzip
Das immunometrische Durchflussprinzip basiert auf einem Enzymimmunoassay. Der
Sonderfall ist hier, dass als Reaktionsoberfläche eine Filtermembran verwendet wird,
die mit einem spezifischen Antikörper beschichtet ist. Der Ablauf des Nachweises ist
wie der der schon beschriebenen Immunoassays. Der Unterschied besteht jedoch
darin, dass alle Reagentien, Proben und Waschlösungen auf die Membran
aufgetragen werden und diese  durchfließen , so dass nur das nachzuweisende
Antigen und die gleiche Menge markierter Antikörper an der Oberfläche durch die
stationären Antikörper gebunden werden. Alle Lösungen und deren Bestandteile, die
nicht immunologisch reagieren fließen in die Tiefe des Filters. So kann auf der
Membranoberfläche über Densitometrie die Menge der gebundenen Antigene
bestimmt werden.32
2.2.7 Störfaktoren und Interferenzen
Die Referenzwerte, die bei der Diagnostik verwendet werden, sind vom Lebensalter
des Patienten abhängig. Es wurde ein signifikanter Anstieg des CRP mit
zunehmendem Alter beschrieben  51,52 .
Die Akute-Phase-Reaktion ist von einer ausreichenden Versorgung des Körpers mit
Nährstoffen und Hormonen abhängig, um adäquat auf einen entzündlichen Reiz
reagieren zu können. Hierzu gehören vor allem Glucose und Aminosäuren, sowie
Glukagon, Insulin, Cortisol und die Schilddrüsenhormone. In der praktischen
Anwendung der CRP-Diagnostik beeinflussen jedoch nur extreme Mangelzustände
die CRP-Synthese in solchem Maß, dass keine korrekte Aussage getroffen werden
kann  51 .
Erhöhte CRP Konzentrationen werden bei Übergewicht durch eine vermehrte IL-6
Bildung im Fettgewebe und bei Insulinresistenz beobachtet  52 .
Darüber hinaus spielt es eine große Rolle, ob die betreffende Person Raucher oder
Nichtraucher bzw. ehemaliger Raucher ist. Bei Rauchern liegt die CRP-
Konzentration im Serum aufgrund der Gewebeschädigung und entzündlichen Effekte
wesentlich höher als bei Nichtrauchern. Das Ausmaß der Erhöhung ist direkt vom
Zigarettenkonsum pro Tag abhängig  51,52 .
Wie schon oben beschrieben steigt der CRP-Wert auch bei körperlicher Betätigung.
Zu Beginn einer Schwangerschaft ist die CRP-Konzentration normal. Ab ca. der 20.
Woche steigt das CRP in den oberen Normbereich bis er bei der Geburt dann bis zu
20 mg/l erlangen kann. Danach kann es, abhängig von der Art der Geburt, noch
weiter ansteigen, fällt dann jedoch wieder in den Normalbereich ab.
Trotz der hohen Sensibilität der CRP-Synthese auf entzündliche Stimuli gibt es
Erkrankungen bei den es zu keinem Anstieg der CRP-Konzentration kommt. Zu
diesen Erkrankungen zählen vor allem der systemische Lupus erythematodes  63 ,
die Colitis  ulcerosa, das Sjögren Syndrom, die Dermatomyositis, die Sklerodermie
und teilweise auch die rheumatoide Arthritis. Wenn bei Patienten mit diesen
Erkrankungen aber andere entzündliche Erkrankungen oder Komplikationen
hinzukommen, steigt der CRP-Plasmaspiegel dennoch an wie bei anderen Patienten
ohne eine derartige Grunderkrankung  51 .33
Zu einer Verringerung oder einem fehlenden Anstieg des CRP kann es kommen,
wenn der Patient vorher mit Antibiotika oder Corticosteroiden behandelt wurde, so
dass der Stimulus zur CRP-Synthese geringer ausfällt oder die Immunreaktion an
sich unterdrückt wird.
2.3 D-Dimere
Venöse Thrombembolien, tiefe Beinvenenthrombosen und Lungenembolie gehen mit
hoher Morbidität, sowie Mortalität einher. Daher ist hier die Diagnosestellung von
besonders großer Bedeutung. Die eingehende körperliche Untersuchung kombiniert
mit Doppler-Ultraschalluntersuchung oder Lungenperfusionsszintigraphie, je nach
Verdachtsdiagnose, haben sich etabliert. Dennoch werden etwa 70% aller
Lungenembolien nicht erkannt  44 . Darüber hinaus sind oft weitere Untersuchungen
nötig, um die angemessene Behandlung der Erkrankung zu ermitteln. Die
Bestimmung der D-Dimere hat sich in der weiteren Klärung als nützlich erwiesen.
2.3.1 Entstehung der D-Dimere
Abb. 2.7: Marker der Aktivierung von Gerinnung und Fibrinolyse  28 
Im Verlauf der Aktivierung der Gerinnungskaskade kommt es unter anderem unter
dem Einfluss von Thrombin zur Bildung von Fibrinmonomeren aus Fibrinogen.34
daraufhin führt der Faktor XIIIa an den Gefäßwänden zur Quervernetzung der
Fibrinmonomere  28 .
Bei einer gesteigerten Gerinnungsaktivität im Körper kommt es in der Folge auch zu
einem vermehrten Abbau der entstandenen Proteine. Man unterscheidet hierbei zwei
Formen der Hyperfibrinolyse, die primäre  und die sekundäre Form. Die primäre
Hyperfibrinolyse führt zur Bildung von nachweisbaren Spaltprodukten des
Fibrinogens. Bei der primären Form fehlt eine Gerinnungaktivität  98 .
Im Gegensatz dazu kommt es bei der sekundären oder auch reaktiven
Hyperfibrinolyse zur Auflösung eines tatsächlichen Gerinnsels. Aus diesem Grund
wird hier nicht Fibrinogen, sondern vernetztes Fibrin gespalten. Dabei entstehen
charakteristische Spaltprodukte, welche als D-Dimere bezeichnet werden. Um einen
besseren Einblick in die Entstehung der D-Dimere zu bekommen soll noch einmal
der letzte Abschnitt der Gerinnungskaskade betrachtet werden.
Durch die Einwirkung von Thrombin werden vom Fibrinogen die Fibrinopeptide A
und B abgespalten, welche die oben genannten Fibrinmonomere bilden. Diese
Monomere sind löslich, sie können sich aber spontan vernetzen. Der
Gerinnungsfaktor XIIIa kann dann durch seine Einwirkung zur Stabilisierung der
vernetzten Moleküle führen. Der Faktor XIIIa ist eine Endopeptidase und sorgt für
die Ausbildung von Peptidbindungen zwischen den  -  und auch  -Ketten der
verschiedenen Fibrinmoleküle. Das Ergebnis dieses Prozesses ist ein Fibrinnetz, das
unlöslich ist. Die D-Domänen nebeneinander gelegener Fibrinmonomere sind in
diesem miteinander verknüpft.
Um dieses Gerinnsel wieder auflösen zu können wird ein Enzym zur Spaltung des
quervernetzten Fibrins benötigt. Diese Aufgabe erfüllt das Plasmin. Es führt zur
Bildung verschiedener Spaltprodukte, die alle mindestens zwei miteinander
verknüpfte D-Strukturen enthalten, welche als D-Dimer bezeichnet werden. Sie
können jedoch auch als Trimere oder Tetramere vorliegen. Durch einen weiteren
Abbau der Spaltprodukte wird die D-Dimerstruktur als eigenständiges Molekül frei,
welches eine Masse von etwa 180kD besitzt. Das ebenfalls bei der Fibrinolyse
entstehende E-Fragment kann mit dem D-Dimer über H-Brücken eine Bindung
eingehen. Der entstandene DD/E Komplex hat dann ein Molekulargewicht von35
230kD. Das einzelne D-Dimermolekül ist auf Dauer nicht stabil, es weist eine
physiologische Halbwertzeit von 8h auf.
Die Spaltprodukte des quervernetzten Fibrins beinhalten alle die Struktur des D-
Dimers. Da diese Struktur, wie auch das Einzelmolekül bei den meisten
immunologischen Tests nachgewiesen wird, sind die D-Dimere eine gemeinsame
Bezeichnung für Fibrinspaltprodukte.
2.3.2 Klinische Aussagekraft
Für einen Normalbefund wird im Allgemeinen ein Referenzbereich von 20-400  g/l
angegeben, wobei hier zu beachten ist, dass es sich nur um Orientierungswerte
handelt. Die genauen Referenzbereiche sind von der jeweiligen Nachweismethode
abhängig und werden vom Hersteller für jeden Test ermittelt. Sie sind von der
Spezifität des Nachweises abhängig, sowie vom Antigen des Kalibrators. Weiterhin
sorgen auch unterschiedliche Methoden für differierende Referenzintervalle  98 .
Dadurch dass nur Fibrinspaltprodukte nachgewiesen werden, welche nur aus dem
Abbau eines Thrombus hervorgehen können, kann der Nachweis nicht durch eine
Fibrinogenolyse gestört werden.
Erhöhte D-Dimerwerte treten bei intravasaler Gerinnung, sekundärer
Hyperfibrinolyse, tiefen Beinvenenthrombosen und Lungenembolien auf. Jedoch
kann von einem D-Dimeranstieg nicht verlässlich auf eine Thrombosierung
geschlossen werden. Das Fehlen von D-Dimeren ist aber als Ausschlusskriterium
derartiger Erkrankungen zu bewerten. Untersuchungen haben gezeigt, dass die D-
Dimere einen hohen negativen Vorhersagewert besitzen [11,58].
Wenn eine Lysetherapie eines Thrombus erfolgt, kann über eine begleitende D-
Dimerbestimmung der Verlauf und Erfolg der Behandlung beurteilt werden.
Bei arteriellen Thrombembolien, Artherosklerose und frischen Myokardinfarkten
werden wenige Fibrinspaltprodukte frei, so dass hier die D-Dimer-Diagnostik
begrenzt ist. Ein Nutzen bei Komplikationen des Myokardinfarktes wird  erwähnt
 44 .
Weiterhin erhöhen auch Verbrauchskoagulopathien und eine disseminierte
intravasale Gerinnung, wie sie bei Sepsis, Tumoren (z.B. Lungenkarzinome mit36
hämatologischen Komplikationen), Verbrennungen und Präeklampsie vorkommen,
die Fibrinspaltprodukte. Hier dient die D-Dimer-Bestimmung der Früherkennung
und besonders zur Verlaufskontrolle.
Wenn erhöhte D-Dimere im Urin nachgewiesen werden, kann dieses auf Infekte,
Glomerulonephritiden und Blasenkarzinome hinweisen. Bei Nierentransplantationen
weist ein pathologischer Wert, der sich über längere Zeit hält, auf einen
schwierigeren Verlauf hin.
Dennoch kann ein Anstieg der D-Dimerkonzentration auch ohne das Vorliegen eines
Thrombus auftreten. Dieses ist vor allem bei der Wundheilung der Fall.
Eine Art der Wundheilungsstörung liegt auch bei zahlreichen malignen Tumoren vor,
indem diese von einem Fibrinnetz umgeben werden. Im Fall des Magenkarzinoms
konnten auf den Tumorzellen unter anderem die a Untereinheit von Faktor XIII und
die Faktoren VII, IX, X und XII, sowie Prothrombin nachgewiesen werden. Es zeigte
sich gleichzeitig kein oder nur ein geringes Vorkommen von u-PA und t-PA, jedoch
eine hohe Aktivität von PAI im Tumorgewebe. Dieses führt zu einer
tumorzellbedingten Aktivierung der extravasalen Gerinnung [111]. Je nach Ausmaß
des Tumorwachstums und der Metastasierung steigt die Menge der freigesetzten
Fibrinspaltprodukte [98,7]. So dienen die D-Dimere als Verlaufsparameter, da
nachgewiesen werden konnte, dass sie mit verschiedenen Tumormarkern korrelieren.
Als Beispiel wären hier CEA, CA 125 und CA 15-3 zu nennen [98]. Es wurde
gezeigt, dass das Auftreten erhöhter D-Dimerwerte bei Tumorerkrankungen mit einer
ungünstigeren Prognose einhergehen [13,35]. Auf Grund der häufig erhöhten D-
Dimerkonzentrationen bei Tumorpatienten ist die D-Dimerbestimmung nicht
verlässlich bei der Diagnostik venöser Thrombembolien. In diesem Fall sind die
Duplexsonographie und das Spiral-CT bzw. die Ventilations-Perfusions-
Szintigraphie bei klinischem Verdacht auf eine TVT oder Lungenembolie als
Diagnostik vorzuziehen [39].37
2.3.3 Ausgewählte Nachweismethoden
Die Bestimmung der Konzentration an D-Dimeren kann im Blut und Harn
vorgenommen werden. Für die Untersuchung von Blut wird Citratplasma verwendet,
ältere Nachweise benötigen Serum. Zur Harnanalyse muss dieser defibriniert werden,
wenn sie mit einem Serumverfahren durchgeführt wird. Seit kürzerer Zeit gibt es
auch Tests zur Bestimmung der D-Dimere aus Vollblut  98 .
Latex-Agglutination  98,44 
Der Nachweis von D-Dimeren kann über Latex-Agglutination erfolgen. Er wird
meist auf Objektträgern oder in Reagenzröhrchen durchgeführt. Hierbei werden
Latexpartikel verwendet, die mit monoklonalen Antikörpern beschichtet sind. Als
Antigen wirkt die Quervernetzung der Fibrinspaltprodukte. Dieses Antigen bindet an
die auf den Latexpartikeln gebundenen Antikörper. Wenn eine erhöhte
Konzentration an D-Dimeren vorliegt kommt es zu einer sichtbaren Agglutination.
Jedoch wird durch die Antikörper meist nicht zwischen Fibrinogen-  und
Fibrinspaltprodukten unterschieden. Dieser Nachweis braucht nur wenig Zeit, ist
aber auf Grund seiner geringeren Sensitivität nur als Screeningtest zu verwenden.
Jedoch gibt es Verbesserungen durch Verwendung eines automatischen
Analysegerätes, wodurch eine genaue Bestimmung der Menge an D-Dimeren
erfolgen kann. Zusätzlich eignet sich die Methode auch zur Aufarbeitung größerer
Probenzahlen. Dieses kommt bei der Turbidimetrie zum Einsatz.
Enzymimmunoassay  98,44 
Beim Nachweis von D-Dimeren über den Enzymimmunoassay werden Antikörper
verwendet, die auf einer Oberfläche gebunden sind. Die in der Probe enthaltenen
Spaltprodukte binden an die gebundenen Antikörper. In einem weiteren Schritt wird
ein zweiter Antikörper zugegeben, der mit einem Enzym markiert ist. Dieser bindet
nur an das bereits auf der Oberfläche fixierte Antigen. So ist die Menge der
gebundenen Antikörper sowie die Menge des Enzyms in äquivalenter Menge zum
Antigen der Spaltprodukte vorhanden. Das Enzym setzt ein zugegebenes Substrat
um, wobei ein Farbstoff entsteht. Dieser ist äquivalent zur Menge des untersuchten38
Antigens und wird photometrisch gemessen. Je nach Spezifität der verwendeten
Antikörper werden Fibrinogenspaltprodukte, Fibrinspaltprodukte oder beides erfasst.
2.3.4 Störfaktoren und Interferenzen
Bei defibrinierungspflichtigen Nachweismethoden kann es durch zurückbleibendes
Fibrinogen bei Hyperfibrinogenämien und auch Heparintherapien zu Störungen
kommen.
Weitere Einschränkungen der Aussagefähigkeit ergeben sich meist durch die
Spezifität des jeweiligen Assays.39
3 Material und Methoden
3.1 Probenmaterial
Ein häufiges in der Labormedizin angewandtes Untersuchungsmedium ist die
Blutprobe. Auch bei der Bestimmung der in dieser Arbeit untersuchten Parameter
HbA1c, CRP und D-Dimere kommt  sie zum Einsatz. Sie wird entweder als
Kapillarblut oder aus einer Venenpunktion gewonnen. Der Vorteil der
Kapillarblutentnahme besteht darin, dass nur wenige Mikroliter für eine Analyse
ausreichen und eine venöse Blutentnahme umgangen werden kann. Aus diesem
Grund findet die Kapillarblutentnahme zur Diagnostik auch auf den Gebieten der
Pädiatrie und Geriatrie immer häufiger Anwendung.
Die jedoch am häufigsten vorgenommene Blutprobenentnahme ist die
Venenpunktion. Schon bei der Punktion wird das Blut durch bereits in den
Abnahmeröhrchen vorhandene Antikoagulantien für die Laboruntersuchung
vorbereitet.
Als häufigstes zugesetztes Antikoagulanz wird Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
eingesetzt. Es bildet stabile Metallkomplexe mit den im Blut vorhandenen
Metallionen und entzieht dem Blut so die für die Gerinnung entscheidenden Ca
2+-
Ionen. Für Gerinnungsuntersuchungen wird dagegen zur vorübergehenden
Gerinnungshemmung Natriumcitrat verwendet. Es steht mit dem Blut im Verhältnis
1:9 (1ml Na-Citrat : 9ml Probe).
Neben diesen Antikoagulantien finden als Calciumkomplexbildner noch Oxalat (z.B.
Na-Oxalat) und Fluorid Verwendung, wobei dem Natriumfluorid als zusätzlicher
Glykolysehemmer bei der Blutzuckerbestimmung eine wichtige Rolle zukommt.
Für klinisch-chemische Untersuchungen nutzt man auch die Natrium-, Kalium-,
Ammonium- und Lithiumsalze des Heparins.
Bei den in dieser Arbeit untersuchten Geräten ist der Einsatz unterschiedlicher
Blutproben möglich. So können zur CRP-Messung beim NycoCard
 CRP Serum,
Plasma und Vollblut sowohl mit als auch ohne Heparin, Citrat oder EDTA benutzt
werden, beim Micros
®CRP jedoch nur mit EDTA ungerinnbar gemachtes Vollblut.
Die HbA1c-Analyse mit dem NycoCard
 HbA1c kann mit Kapillarblut oder Venenblut
mit und ohne EDTA oder Heparin durchgeführt werden. Aus Gründen des direkten40
Vergleichs der Geräte, sowie wiederholter Messungen der gleichen Probe, wird bei
den nachfolgenden Untersuchungen venöses Vollblut verwendet, welches zur CRP-
Messung mit Heparin, zur HbA1c-Messung mit EDTA und zur D-Dimer Bestimmung
mit Citrat versetzt wird.
3.2 Bestimmungsmethoden
Zur quantitativen Auswertung aller drei NycoCard Nachweise kann der
NycoCard
 Reader II eingesetzt werden. Als Farbreflektometer bestimmt er die
relative Farbintensität auf der Testkartenoberfläche.
Das Gerät besteht aus dem Gehäuse mit einem Mikroprozessor und dem Lesestift,
der drei Lichtquellen der Farben rot, grün und blau enthält. Je nach Probe wird
verschiedenfarbiges Licht ausgesendet. Das von der Kartenoberfläche reflektierte
Licht wird von Photodioden aufgenommen und mit dem Leerwert (weiße Probe)
verglichen. Die Konzentrationsermittlung findet durch den Mikroprozessor anhand
einer standardisierten Korrelationstabelle statt.
Zur Messung des CRP und des D-Dimers sendet der Lesestift grünes Licht aus.
Bei der Bestimmung von HbA1c  wird blaues und rotes Licht benötigt. Mit dem
blauen Licht wird die Gesamtmenge an Hämoglobin gemessen, während das rote nur
den blauen, an die Glucose gebundenen Farbstoff erfasst. Somit kann der Prozentsatz
von HbA1c am Gesamthämoglobin bestimmt werden.41
Abb. 3.1: NycoCard
®Reader II
3.2.1 HbA1c Diagnostikgeräte
3.2.1.1 NycoCard
 HbA1c
Abb. 3.2: NycoCard
® HbA1c Test Kit
Testprinzip
Dieser Test erfasst den prozentualen Anteil von glykolysiertem Hämoglobin am
Gesamthämoglobin. Mit einer Kapillare werden 5 l Kapillarblut oder EDTA- bzw.
Heparin-Vollblut mit der vorportionierten Reagenzlösung R1 vermischt. Das
Reagenz enthält einen Glykinamidpuffer, Zn
2+-Ionen, Detergentien und mit Farbstoff
gekoppelte  Borsäure. Durch die Detergentien werden die Blutzellen lysiert und42
sämtliches Hämoglobin wird frei. An das cis-Diol des Glykohämoglobins bindet
dabei die farbgekoppelte Borsäure. Nach einer Inkubationszeit von 2-3min werden
25 l der gut durchmischten Probe auf die Filtermembran der Testkassette
aufgebracht. Auf der Oberfläche der Membran befinden sich dann sowohl
Hämoglobin, als auch markiertes Glykohämoglobin. Anschließend wird
ungebundene Borsäure durch Waschen mit der Waschlösung R2 bestehend aus
morpholingepufferter NaCl-Lösung und Detergentien von der Membranoberfläche in
tiefere Schichten der Membran transportiert. Somit kann ungebundenes Konjugat
nicht an der Oberfläche zurückbleiben und das Messergebnis verfälschen. Das
Reagenz R2 sollte mindestens 10s einwirken.
Die Auswertung erfolgt mit dem NycoCard
 Reader II durch Reflektionsphotometrie.
Mit einer blauen Lichtquelle wird die Intensität des roten Blutfarbstoffes, dem
physiologischen Hämoglobin, und mit einer roten Lichtquelle die des blauen
Farbstoffes, mit welchem das HbA1c  markiert ist, gemessen. Die errechneten
Konzentrationswerte werden vom Mikroprozessor des Lesegerätes zueinander in
Relation gesetzt und die HbA1c  Menge wird in Prozent des Gesamthämoglobins
angegeben.
Im Gegensatz zum NycoCard
 CRP-Nachweis muss bei diesem Test die Auswertung
mit dem Lesegerät NycoCard
 Reader II erfolgen, da die Menge an HbA1c immer in
Relation zum Gesamthämoglobingehalt angegeben wird. Eine rein visuelle
Auswertung ist hier nicht möglich.
Probenmaterial
Der Nachweis eignet sich für Kapillarblut und venöses Vollblut. Dieses kann nativ,
aber auch mit EDTA oder Heparin antikoaguliert sein.
Messbereich
Der Messbereich dieses Testsystems liegt nach Angabe des Herstellers in einem
Bereich von 3-18% HbA1c.
Normbereich
Der Normbereich für HbA1c Konzentrationen beträgt für diesen Nachweis 4,5-6,3%.43
Kontrolle
Die Kontrolle von Reagenzien und Nachweis auf ihre Funktionsfähigkeit erfolgt mit
Hilfe eines speziell vom Hersteller angebotenen Kontrollmaterials.
Spezifität
Der Nachweis ist spezifisch für das Gesamtglykohämoglobin. Die HbA1c
Konzentration wird errechnet.
Präzision
Der Variationskoeffizient liegt im gesamten Messbereich unter 5%.
3.2.1.2 Variant II
Testprinzip
Der Variant II ist ein Analysensystem zur Untersuchung von Hämoglobinen. Diese
werden nach ihren Fraktionen aufgetrennt und es wird der jeweilige prozentuale
Anteil am Gesamthämoglobin angegeben.
Für die Bestimmung von speziellen Hämoglobinfraktionen gibt es jeweils einen
Testkit, der auf die entsprechende Fraktion abgestimmt ist.
Das Testprinzip basiert auf der Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC). Als
Probenmaterial wird EDTA Blut benötigt, welches bei 2-8 C bis zu sieben Tage
aufbewahrt werden kann. Zur Analyse müssen die Proben vorher nicht aufgearbeitet
oder vorbereitet werden. Sie werden vom Gerät pipettiert und in der Probenstation
automatisch gemischt und verdünnt. Die verwendete Verdünnungslösung besteht aus
einem BIS-TRIS Puffer mit einem pH Wert von 6,6 und Natriumazid als
Konservierungsmittel. Anschließend wird die Probe in die zweite Station, die
Chromatographiestation, injiziert. Diese besteht aus zwei Doppelkolbenpumpen,
einer analytischen Säule und einem Detektor. Die Doppelkolbenpumpen befördern
einen Puffer mit steigender Ionisation durch die Chromatographiesäule. Dadurch
können die verschiedenen Hämoglobine durch ihre unterschiedlichen
Ionisationsformen voneinander getrennt werden. Die getrennten Hämoglobingruppen44
werden einem Doppelwellenlängen-Detektor zugeführt. Dieser erfasst bei einer
Wellenlänge von 415nm die durch die Hämoglobine ausgelösten
Absorptionsänderungen. Durch eine zweite Messung bei 690nm wird erreicht, dass
das Hintergrundrauschen minimiert wird.
Die gewonnenen Absorptionen werden mittels der Clinical Data Management
(CDM) Software ausgewertet und das Ergebnis als Chromatogramm dargestellt,
wobei die Absorption gegen die Zeit dargestellt ist. Der HbA1c Peak wird über einen
modifizierten gaußschen Algorithmus ermittelt und das Ergebnis getrennt von den
Peaks des labilen Glykohämoglobins und carbamylierten Hämoglobins dargestellt.
Probenmaterial
Der Variant II benötigt zur Bestimmung des HbA1c EDTA-Vollblut.
Messbereich
Der Nachweis erfasst HbA1c Konzentrationen in einem Bereich von 1,3-18,9%.
Normbereich
Der Normbereich gilt für HbA1c Werte <6% .
3.2.2 CRP Diagnostikgeräte
3.2.2.1 NycoCard
 CRP Whole Blood
 
Abb. 3.3: NycoCard
® CRP Reagenzien   Abb. 3.4: NycoCard
® Testkarte45
Testprinzip
Bei dem NycoCard
 CRP Whole Blood  System handelt es sich um  einen
immunometrischen Test in Form eines Sandwich-Enzym-Immuno-Assays. 25  l der
mit EDTA versetzten Blutprobe werden in ein mit 1ml Verdünnungslösung (R1)
vorgefülltes Eppendorfgefäß pipettiert. Die Verdünnungslösung besteht aus einem
Boratpuffer mit einem pH von 9,0 sowie Detergentien zur Zelllyse. Nach 10s
kräftigen Mischens und einer Ruhezeit von 45s werden 25 l der verdünnten Probe
auf eine Membran aufgetragen, die mit stationären spezifischen Antikörpern
beschichtet ist. An diese bindet in der Lösung vorhandenes CRP. Danach wird die
Membran mit der Konjugatlösung (R2), die phosphatgepufferte monoklonale
goldmarkierte Antikörpern gegen CRP enthält, überschichtet. Es bildet sich nun ein
Sandwich in Form von Antikörper(stat.)-CRP-Antikörper(Au-mark.) aus. Alle
ungebundenen goldmarkierten CRP-Antikörper werden danach mit der
Waschlösung (R3) aus phosphatgepufferter NaCl-Lösung mit Detergentienzusatz
entfernt. Nach 20 bis 30s ist die in der Reaktion entstandene Farbe stabil und das
Ergebnis kann innerhalb von 5min abgelesen werden.
Zur Positivkontrolle steht mitgeliefertes Humanserum unterschiedlicher
Konzentration zur Verfügung.
Die Ergebnisauswertung kann semiquantitativ durch Vergleich der Färbung mit einer
Referenzkarte erfolgen oder quantitativ mit dem NycoCard
 Reader II. Die
Farbreferenzkarte besitzt fünf Felder, welche Werte zwischen 10 und 200 mg/l
wiedergeben. Die Messung durch das Lesegerät erfolgt durch Aussendung grünen
Lichts, das vom entstandenen Farbstoff absorbiert wird. Mit einem
Reflektionsphotometer wird die reflektierte Lichtmenge gemessen. Aus dem direkt
proportionalem Zusammenhang von Lichtabsorption und Menge der markierten
monoklonalen Antikörper errechnet der Mikroprozessor die Konzentration an C-
reaktivem Protein.
Ein zu hoher Hämatokritwert kann das Ergebnis verfälschen. Aus diesem Grund gibt
der Hersteller des Messsystems bei Werten über 50% eine Korrekturtabelle mit
folgenden Multiplikationsfaktoren an:46
Hkt
 % 
50 55 60 65 70 75 80
Faktor 1,2 1,3 1,5 1,7 2,0 2,4 3,0
Probenmaterial
Für die Bestimmung des C-reaktiven Proteins kann Kapillarblut oder venöses
Vollblut verwendet werden. Das Blut kann sowohl ohne Antikoagulanz, als auch mit
Heparin, Citrat oder EDTA untersucht werden.
Messbereich
Der Messbereich des NycoCard
 CRP liegt zwischen 10mg/l und 200mg/l. Wenn die
Auswertung der Farbreaktion nicht semiquantitativ erfolgt, sondern quantitativ mit
dem NycoCard
 Reader II liegen die Messintervalle bei 1mg/l.
Kontrolle
Die Kontrolle der Messgenauigkeit wird mit Hilfe von Positivkontrollen aus
Humanserum durchgeführt und sind jedem Kit von Reagenzien vom Hersteller
beigefügt.
Spezifität
Die Bestimmung des C-reaktiven Proteins erfolgt über spezifische monoklonale
Antikörper. Jedoch ist das Auftreten von Kreuzreaktionen nicht auszuschließen.
Präzision
Die in der Produktbeschreibung angegebene Genauigkeit wird mit einer CV von 5-
8% im Labor und außerhalb eines Labors mit einer CV von bis zu 15% angegeben.
Störfaktoren
Hierzu gehören Luftblasen auf der beschichteten Membran, falsche
Pipettiervolumina oder eine unvollständige Hämolyse, die durch eine Temperatur des47
Reagenz R1 außerhalb des Bereichs von 15-25°C oder zu kurze Einwirkzeit
hervorgerufen werden kann.
3.2.2.2 Micros CRP
 
Abb. 3.5: Micros CRP    
Funktionsprinzip
Mit dem Micros CRP kann neben einer CRP-Bestimmung auch ein
Differentialblutbild erstellt werden. Dabei kommen verschiedene Messmethoden
zum Einsatz. Die hämatologischen Untersuchungen beruhen auf Impedanzmessung
und Spektralphotometrie, wohingegen die CRP-Messung durch Immunturbidimetrie
erfolgt.
Bei der Konzentrationsbestimmung des C-reaktiven Proteins wird eine mit EDTA
ungerinnbar gemachte Vollblutprobe verwendet. Dieses Vollblut wird durch Zusatz
von Saponin in Form von Reagenz R1 lysiert. Um später Kreuzreaktionen mit dem
spezifischen Antikörper zu vermeiden, werden durch das Reagenz R2 Partikel
gebunden, die als unspezifisches Antigen wirken können. Für die spezifische
Bindungsreaktion werden mit dem Reagenz R3 CRP sensibilisierte Latexpartikel
zugegeben. Das bedeutet, dass die Latexpartikel mit einer Schicht spezifischer Anti-
CRP-Antikörper überzogen sind, welche mit ihrem Fc-Teil an die Oberfläche der48
Partikel gebunden sind. Das in der Probe vorhandene C-reaktive Protein bindet nun
an den Fab  Teil der gebundenen Antikörper. Mit zunehmender CRP-Konzentration
entsteht eine vermehrte Vernetzung zwischen Proteinen und Latexpartikeln. Das von
einer Leuchtdiode ausgesandte Licht der Wellenlänge 850 nm wird von diesem Netz
absorbiert. Gegenüber der Leuchtdiode befindet sich ein optischer Sensor, der die
Lichttransmission misst. Diese ist indirekt proportional zur Konzentration des C-
reaktiven Proteins in der Blutprobe.
Zur hämatologischen Untersuchung der zellulären Blutbestandteile  wird die
Blutprobe verdünnt und in eine flüssigkeitsgefüllte Messkammer aspiriert, die an
zwei gegenüberliegenden Seiten je eine Elektrode besitzt. Zwischen diesen beiden
Elektroden fließt ein konstanter elektrischer Strom. Wenn durch die Zugabe des
Analysats Blutzellen zwischen die Elektroden in den Stromfluss gelangen, steigt der
Widerstand in Abhängigkeit vom Zellvolumen. Um zu verhindern, dass Zellen
mehrfach registriert werden, wird die Kammer von einem ständigen Strom an
Verdünnungslösung durchspült.
Auf diese Weise werden die Erythrozyten und Thrombozyten erfasst. Zur Analyse
von Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten wird die Probe mit dem ABX
MINIDIL LMG Reagenz behandelt, so dass die weißen Blutzellen schrumpfen und
so besser differenziert werden  können. Die Bestimmung des Hämoglobingehaltes
erfolgt nach Zelllyse mit dem Reagenz ALPHALYSE durch Spektralphotometrie mit
Licht der Wellenlänge 530nm.
Probenmaterial
Für die Bestimmung des CRP eignet sich in erster Linie EDTA Vollblut, aber auch
Heparin, Natriumcitrat, Natriumfluorid und Na-Oxalat eignen sich als
Antikoagulanzien.49
Messbereich
Der Messbereich des Micros
  CRP liegt zwischen 0,2 und 10 mg/dl. Bei höheren
Konzentrationen kann die Probe verdünnt werden und unter Einbezug des
Hämatokrits das Ergebnis ermittelt werden.
Kontrolle
Vom Hersteller ABX Diagnostics werden Positivkontrollen für den Micros
  CRP
geliefert, mit denen die Funktionsfähigkeit des Assays überprüft werden kann.
Präzision
Der Variationskoeffizient liegt bei der Präzisionsmessung bei CV = 10%.
3.2.2.3 Tina-quant
  CRP /Hitachi 917
Testprinzip
Das Testprinzip beruht auf der turbidimetrischen Messung von Antigen-Antikörper-
Komplexen. Als Probenmaterial dient Serum aus einem Ammoniumheparinat-
Röhrchen. Dieses wird vom Hitachi Gerät automatisch pipettiert und die Lösung R1
zugegeben. Das Reagenz R1 besteht aus einem TRIS/HCl-Puffer mit NaCl,
Polyethylenglykol sowie Konservierungsmitteln. Der pH-Wert beträgt 7,5.
Anschließend wird das Reagenz R2 zugegeben, welches gegen menschliches CRP
gerichtete Antikörper der Ziege beinhaltet. Diese Antikörper sind in einem Puffer
gelöst, welcher die gleiche Zusammensetzung wie R1 hat. Sie bilden mit dem in der
Probe befindlichen C-reaktiven Protein einen Antigen-Antikörper-Komplex. Die
durch diese Reaktion hervorgerufene Trübung der Lösung wird turbidimetrisch
erfasst. Der Zusatz von Polyethylenglykol in beiden Reagenzien beschleunigt die
Reaktion und führt so zu einer schnelleren Erfassung der CRP Konzentration.
Probenmaterial
Als Untersuchungsmaterial dient beim Hitachi 917 Serum, sowie EDTA-Plasma oder
Heparinat-Plasma.50
Messbereich
Der Messbereich liegt zwischen 3mg/l und 240mg/l. Bei höheren Werten besteht die
Möglichkeit der Verdünnung mit 0,9%iger Natriumchloridlösung.
Normbereich
Als im Referenzbereich liegend werden Messwerte < 5,0mg/l betrachtet.
Nach Bewertung des Herstellers schließen Ergebnisse < 1,0mg/l akute entzündliche
Prozesse weitgehend aus, Werte zwischen 1,0-5,0mg/l sprechen für leichte bis
mäßige entzündliche Erkrankungen und Werte > 5,0mg/l deuten auf einen
ausgedehnten entzündlichen Prozess hin.
Kontrolle
Zur Kontrolle der Richtigkeit des Tests werden verschiedene Materialien verwendet.
Precinorm Protein und Precipath Protein sind geeignete Kontrollmaterialien, aber es
können auch andere geeignete verwendet werden.
3.2.3 D-Dimer-Diagnostikgeräte
3.2.3.1 NycoCard
  D-Dimer
 
Abb. 3.6: NycoCard
®D-Dimer Reagenzien Abb. 3.7: NycoCard
®D-Dimer Testkarte
Testprinzip
Der Test beruht auf einem Sandwichenzymimmunoassay und besteht im
Wesentlichen aus einer Testkarte, einer Konjugat- und einer Waschlösung. Vor der
Durchführung des Tests muss die Probe für 15 min mit 3000 min
-1  zentrifugiert51
werden. Das so gewonnene Plasma wird für den Test verwendet. Im Gegensatz zu
den anderen in dieser Arbeit behandelten Parametern existiert für die Bestimmung
der Fibrinspaltprodukte kein Nachweis, bei dem eine Messung aus Vollblut erfolgen
kann.
Die Testkarte besitzt sechs Vertiefungen, deren Boden von einer Filtermembran
gebildet wird. Diese ist mit monoklonalen Antikörpern gegen D-Dimere beschichtet.
Zu Beginn der Testdurchführung werden 50 l Waschlösung aufgetragen, welche aus
einem Puffer mit einem pH-Wert von 8,0, BSA und Detergentien besteht. Danach
werden ebenfalls 50 l des Probenplasmas auf die Vertiefung pipettiert. Die Probe
durchdringt die Membran, wobei die darin enthaltenen D-Dimere durch die
Antikörper auf der Filteroberfläche gebunden werden. Um die gebundenen D-
Dimere sichtbar und quantifizierbar zu machen werden 50 l der Konjugatlösung
zugegeben. In dieser gepufferten Lösung befinden sich Antikörper gegen die D-
Dimerstruktur. Um diese später auch erfassen zu können sind sie mit Goldpartikeln
markiert. Aufgetropft auf die Kartenoberfläche binden die Antikörper an den bereits
fixierten D-Dimermolekülen und führen somit zur Ausbildung eines sogenannten
Sandwiches. Die Testkartenoberfläche verfärbt sich durch das Konjugat rotbraun.
Überschüssiges Konjugat wird durch Auftragen von 50 l Waschlösung von der
Oberfläche entfernt. Die verbleibende Färbung der Membran ist direkt proportional
zur Menge der gebundenen D-Dimere.
Die Ermittlung der D-Dimerkonzentration kann mittels einer Farbreferenzkarte
erfolgen. Bei der Auswertung der Ergebnisse für diese Arbeit wurde wegen der
größeren Genauigkeit der NycoCard
  Reader II verwendet.
Probenmaterial
Die D-Dimer Bestimmung mit diesem Nachweis erfordert plättchenfreies
Citratplasma.
Normbereich
Als Normwerte für die D-Dimerkonzentration im Plasma werden vom Hersteller
Werte unter 0,3mg/l angegeben.52
Kontrolle
Zur Kontrolle der Testreagenzien, sowie der Testhandhabung wird vom Hersteller
eine Positivkontrolle mitgeliefert.
Spezifität
Die in dem Test zum Einsatz kommenden Antikörper sind monoklonal und
spezifisch für ein  Neo-Antigen der D-Dimere, wodurch eine Kreuzreaktion durch
Fibrinogen und Fibrinmonomere vermieden wird.
3.2.3.2 Turbiquant
  D-Dimer
 
Abb. 3.8: Turbitimer
Testprinzip
Der Nachweis von D-Dimeren erfolgt bei diesem Test als turbidimetrische
Bestimmung. Als Untersuchungsmaterial dient hier ebenfalls Citratplasma. Von
diesem werden 100 l in eine, für das Analysengerät spezielle und in diesem schon
platzierte, Küvette pipettiert. Danach werden 500 l des Reagenz Turbiquant
 D-
Dimer hinzugegeben. Dieses Reagenz enthält monoklonale Antikörper gegen D-
Dimere. Als Befestigungs-  und Trägermedium dienen Polystyrolpartikel. Diese
antikörperbeschichteten Teilchen gehen mit den D-Dimermolekülen im Citratplasma
Antigen-Antikörper-Komplexe ein, wodurch in der  Reagenzküvette eine Trübung53
entsteht. Diese wird vom Analysengerät Turbitimer
   photometrisch erfasst und
ausgewertet. In die Auswertung fließen die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, die
Reaktionszeit, sowie die Reaktionstemperatur ein. Anhand eines Vergleichs mit
Referenzwerten kann das Gerät die Konzentration an D-Dimeren in der Probe
ermitteln.
Probenmaterial
Bei diesem Nachweis erfolgt die Bestimmung der D-Dimere aus Citratplasma.
Messbereich
Der Messbereich dieses Nachweises reicht von 200 bis 7 000 g/l
Normbereich
Als pathologischer Grenzwert werden bei diesem Assay 250 g/l angegeben.
Kontrolle
Zur Kontrolle des Nachweises stehen vom Hersteller zwei Seren zur Verfügung, die
unterschiedliche Abschnitte des Messbereichs abdecken. Die erhaltenen
Kontrollergebnisse sollten dem Sollwert entsprechen oder im Konfidenzintervall von
+/-20% liegen.
Spezifität
Nach Angaben des Herstellers liegt eine Spezifität für quervernetzte
Fibrinspaltprodukte vor.
Fehlerquellen
Bei einer Eigentrübung der Probe z.B. durch Proteine kann es zu fehlerhaften
Bestimmungen kommen. Durch Zentrifugieren ist es häufig möglich diese Trübung
zu verringern oder zu entfernen. Falsche Ergebnisse können auch durch
unspezifische Reaktionen oder Interaktionen mit Rheumafaktoren auftreten.54
3.2.3.3 Mini VIDAS
 
Testprinzip
Dem miniVIDAS Nachweis liegt das Prinzip eines Sandwichenzymimmunoassays
zugrunde. Im Gegensatz zu oben beschriebenen Methoden entsteht zur
Quantifizierung kein Farbstoff, sondern eine fluoreszierende Verbindung, welche
ebenfalls photometrisch erfasst wird.
Alle für den Test notwendigen Substanzen befinden sich im DD2 Reagenzienriegel.
Im ersten Schritt wird die Probe automatisch in eine Reaktionsküvette pipettiert, in
der sich eine Konjugatlösung mit alkalischer Phosphatase markierten monoklonalen
Mausantikörper befindet. Neben den Immunglobulinen enthält das Konjugat
Pferdeserum, TRIS Puffer mit einem pH von 6,5 sowie Natriumazid. Die
Reaktionsküvette beinhaltet zusätzlich einen mit anti-D-Dimerantikörpern
beschichteten Festphasenrezeptor, so dass sich durch die Zugabe von Probe und
Konjugat ein Sandwich bilden kann. Der Inhalt der Küvette wird durch das Gerät
mittels mehrfacher Aspiration vermischt. Nachdem alle Bindungsstellen des D-
Dimers mit Konjugat besetzt sind, erfolgen mehrere Waschvorgänge, um
ungebundene Partikel zu entfernen. Dafür steht in einer Küvette des Riegels ein
Waschpuffer zur Verfügung, welcher aus TRIS Puffer, chemischen Stabilisatoren
und Natriumazid besteht. Zum Nachweis wird durch die alkalische Phosphatase, ein
Substrat, das Diäthanolamin und Natriumazid enthält, umgesetzt. Hierbei wird 4-
Methyl-umbelliferyl-phosphat zu 4-Methyl-umbelliferon umgesetzt. Dieses Produkt
der Reaktion fluoresziert und wird durch das Gerät bei 450 nm photometrisch erfasst.
Hierbei entspricht der Grad der Fluoreszenz der Menge an D-Dimeren in der Probe.
Das miniVIDAS
   Gerät vergleicht die gemessenen Daten mit zwei gespeicherten
Eichkurven und errechnet daraus die Konzentration an D-Dimeren in der
untersuchten Probe.
Probenmaterial
Wie bei den anderen D-Dimer Bestimmungsmethoden wird beim miniVIDAS 
Citratplasma verwendet.55
Messbereich
Die untere Nachweisgrenze für die Bestimmung von D-Dimeren liegt beim
miniVIDAS
  bei 45ng/ml. Je nach Testkit liegt die obere Grenze bei 5000ng/ml oder
10000ng/ml. Bei Werten über diesen Grenzen muss die untersuchte Probe verdünnt
werden.
Normbereich
Als nicht pathologisch werden D-Dimer Konzentrationen unter 500 g/l eingestuft.
Kontrolle
Zur Überprüfung der Reagenzien werden vom Hersteller zwei Kontrollen in jedem
VIDAS DD2 Kit mitgeliefert.
Präzision
In verschiedenen Konzentrationsbereichen variiert der Variationskoeffizient der
Präzisionsmessung zwischen 3,9 und 5,3%
3.3 Versuchsdurchführung
Alle Proben stammten aus der täglichen Laborroutine des Zentrallabors des
Universitätsklinikums Frankfurt/Main. Die Untersuchungen der Proben mit den
etablierten Labormethoden (Variant II, Tina-quant
  CRP/ Hitachi 917, miniVIDAS)
wurden im Routineprogramm von einer Medizinisch-Technischen-Assistentin
vorgenommen. Die Messungen mit den Point-of-Care Geräten, die in dieser Arbeit
betrachtet werden, sind von mir persönlich durchgeführt worden. Die
Testdurchführung erfolgte streng nach den Vorschriften der Hersteller. Zur
Sicherstellung der einwandfreien Funktion der Tests wurden regelmäßig und bei
Reagenzienwechsel zusätzlich die vom Hersteller des Nachweises empfohlenen
Kontrollmessungen vorgenommen. Weiterhin ist die Präzision der verwendeten
Geräte bzw. Assays durch zehnfache aufeinanderfolgende Messung einer im
Normbereich befindlichen Probe ermittelt worden.56
3.3.1 HbA1c- Messung
Zur Bestimmung der Konzentration von Glykohämoglobinen kam sowohl beim
Variant II, als auch beim NycoCard
 HbA1c  venöses Vollblut zum Einsatz. Als
Probenbehältnisse wurden EDTA-Blutentnahmeröhrchen der Firma Sarstedt benutzt.
Die benötigten Proben stammten aus der Gesamtheit der zur Bestimmung des HbA1c-
Wertes in das Labor gelieferten Patientenproben. Die Diagnostik der Proben erfolgte
beim Variant II gemäß der im Labor etablierten Routine. Nachdem die Proben die
Labordiagnostik durchlaufen hatten, wurden sie mit dem NycoCard
 HbA1c
untersucht. Die Bestimmung erfolgte binnen 48 Stunden, wobei die Proben bis dahin
bei +4 C in einem speziell dafür vorgesehenen Gerät gekühlt wurden.
Zur Versuchsdurchführung wurden die Proben bei Zimmertemperatur resuspendiert.
Danach sind die HbA1c-Bestimmungen mit dem NycoCard
 HbA1c  nach Vorschrift
und in den Schritten wie oben beschrieben durchgeführt und die Ergebnisse beider
Geräte in einer Excel
  Tabelle notiert worden.
3.3.2 CRP   Messung
Als Standardbestimmungsmethode für das C-reaktive Protein ist der Nachweis durch
das im Zentrallabor eingesetzte Tina-quant
 CRP/ Hitachi 917 System eingesetzt
worden. Vergleichend dazu erfolgte die Bestimmung mit dem Micros
 CRP und dem
NycoCard
 CRP. Zur Messung dienten hier die täglichen Patientenblutproben des
Zentrallabors. Die Proben befanden sich in Ammoniumheparinat-Röhrchen von
Sarstedt und wurden ebenfalls bis zur weiteren Untersuchung in einem geeigneten
Kühlgerät bei +4°C aufbewahrt.
Zur Bestimmung der Konzentration an C-reaktivem Protein durch das Micros
 CRP
wurde das Specimen in entleerte EDTA-Röhrchen der Firma Sarstedt umgefüllt, um
die Probenhalter des Gerätes passend bestücken zu können, da die
Ammoniumheparinat-Röhrchen von Sarstedt nicht in die vorgebohrten und codierten
Halterungen passten.57
Ergebnisse, die den Messbereich überschritten, wurden gemäß der Beschreibung im
Users Manual von ABX mit steriler 0,9%iger Kochsalzlösung verdünnt und nach
vorgegebener Formel unter Einbeziehung des Hämatokrits neu berechnet.
Die durch das NycoCard
 CRP erfassten Werte sind ohne weitere Umrechnung in der
Tabelle aufgeführt, da bei allen Werten, die in die endgültige Auswertung
aufgenommen wurden, der Hämatokrit im vorgegebenen Bereich lag. Somit mussten
keine weiteren Korrekturfaktoren einfließen.
Zur Präzisionsbestimmung der Point-of-Care Geräte ist eine zuvor vom Hitachi
ermittelte Probe, die im unteren Messbereich lag, verwendet worden. Mit dieser
wurde der Nachweis je zehnmal durchgeführt und anschließend ausgewertet.
3.3.3 D-Dimer Messung
Die Bestimmung der Konzentration an Fibrinspaltprodukten erfolgte unter
Verwendung von Plasma. Daher wurden zur Blutentnahme für diesen Nachweis, wie
für die meisten übrigen Gerinnungsparameter, Röhrchen der Firma Sarstedt
verwendet, welche schon mit Citrat gefüllt waren. Um das Citratplasma zu erhalten,
wurden die Proben 15 Minuten bei 3000 min
-1 zentrifugiert. Direkt im Anschluss
daran wurde das Plasma für alle Nachweise pipettiert. Bei dieser Testreihe sind die
Proben innerhalb kürzester Zeit verarbeitet worden, um die Stabilität der
Fibrinspaltprodukte zu gewährleisten.
Während der Durchführung der Testreihe, wurde durch den Hersteller des
Referenzgerätes miniVIDAS eine Softwareumstellung vorgenommen. Die Folge war
eine Erweiterung des Messbereiches von maximal 5mg/l auf maximal 10mg/l. Die
Eigenschaften des Nachweises haben sich dadurch nicht verändert.58
3.4 Statistische Methoden
Alle gewonnenen Ergebnisse der verschiedenen Messreihen sind zur statistischen
Auswertung in Excel
   Tabellen übertragen worden. Für jeden der drei
Laborparameter wurde eine Wertetabelle aller verwertbaren Messwerte der
beteiligten Geräte erstellt. Diese Wertetabellen wurden mit Hilfe des Programms
BiAS
 .7.07-2003  1  folgenden statistischen Untersuchungen unterzogen:
Schätzgrössen
Im ersten Schritt sind für alle gültigen Fälle n das arithmetische Mittel, die
Standardabweichung, der Standardfehler und der Variationskoeffizient berechnet
worden.
Test auf Normalverteilung
Für die weitere Untersuchung der Daten ist entscheidend zu wissen, ob sie sich an
eine theoretisch zu erwartende Verteilung wie die Gauß´sche Normalverteilung
annähern, um geeignete Tests anwenden zu können.
Aus diesem Grund wurden alle Datensätze sowohl dem Kolmogorow-Smirnov-Test
(K-S-Test) für kontinuierliche Werte, als auch dem Chi-Quadrat-Test für diskrete,
nicht kontinuierliche Werte unterzogen.
Spearman´s Rang Korrelation
Zur Überprüfung der Abhängigkeit zweier Zufallsvariablen ist die Korrelation über
Spearman´s Rang Korrelation bestimmt worden.
Wilcoxon-Test
Zur Prüfung der Messreihen auf gleiche Verteilung wurde der Wilcoxon-Test für
verbundene, nicht-normalverteilte Stichproben angewendet, da eine Normal-
verteilung aller Stichproben, Grundgesamtheiten und Paardifferenzen auf Grund der
durchgeführten Tests nicht angenommen werden konnte.59
Methodenvergleiche
Zur Untersuchung der Äquivalenz der verschiedenen Nachweise sind
Methodenvergleiche in Form des Verfahrens nach Bland und Altman, sowie der
Passing-Bablok-Regression durchgeführt worden.
Beurteilung diagnostischer Tests
Zur Beurteilung der Nachweise in ihrer Funktion als diagnostische Tests wurden
Spezifität, Sensitivität, positive und negative Likelihood-Ratio mittels der
Vierfeldertafel bestimmt, wobei das Referenzgerät als Standard gesetzt wurde.
Dieser Test wurde nur für die HbA1c- und D-Dimer-Assays durchgeführt, da bei den
CRP-Nachweisen alle Messwerte im pathologischen Bereich lagen.
3.5 Graphische Darstellung
Zur graphischen Auswertung und Darstellung der Ergebnisse wurde das
Tabellenkalkulationsprogramm Excel
   der Firma Microsoft
 , sowie BiAS
 .7.07-
2003  1  verwendet.60
4 Ergebnisse
4.1 HbA1c Messergebnisse
4.1.1 NycoCard
  HbA1c
Um einen besseren Vergleich der Ergebnisse zu ermöglichen wurde auf Grund der
verschiedenen Normbereiche der Assays Variant II (<6,0%) und NycoCard
  HbA1c
(<6,3%) ein Korrekturfaktor von  0,3% für den NycoCard
  HbA1c  Nachweis
eingeführt.
Die Verteilung der Messwerte ist in Abbildung 4.1 dargestellt. Die ermittelten Werte
des NycoCard
   HbA1c  sind in Abhängigkeit der Referenzwerte des Variant II
aufgetragen.
[%]
Abb. 4.1: Messwertverteilung NycoCard
  HbA1c
Für den gesamten Messbereich ergibt sich für das Referenzgerät Variant II ein
Mittelwert von  x = 6,74%, eine Standardabweichung    = 1,8562, ein
Standardfehler des Mittelwertes von SEM = 0,2268 und einen
Variationskoeffizienten von CV = 0,2755. Beim Testgerät NycoCard
  HbA1c beträgt
der Mittelwert  x = 6,59%, die Standardabweichung   = 1,3848, der Standardfehler
des Mittelwertes SEM = 0,1692 und der Variationskoeffizient CV = 0,2102.61
Beim K-S-Test sprechen P(VariantII) = 0,02848 und P(NycoCard
  HbA1c) = 0,0053
für eine signifikante Abweichung der Stichproben und Grundgesamtheit von einer
Normalverteilung.
Im Chi-Quadrat-Test ergeben sich Wahrscheinlichkeiten von P(VariantII) = 0,0000
und P(NycoCard
   HbA1c) = 0,0000 für das Zutreffen der Nullhypothese einer
Normalverteilung.
Auf Grund dieser Ergebnisse wird die Nullhypothese abgelehnt und von einer nicht
normalverteilten Datenmenge ausgegangen.
Bei der Berechnung der Spearman´s Rang Korrelation ergibt sich zwischen Variant
II und NycoCard
   HbA1c  ein Korrelationskoeffizient von R = 0,9252 mit einer
zweiseitigen Signifikanz von P = 0,0000.
Im Wilcoxon-Test für nicht normalverteilte, verbundene Stichproben ergibt sich eine
Wahrscheinlichkeit von P = 0,6062 für das zufällige Zustandekommen der
gemessenen Paardifferenzen.
Methodenvergleiche
Beim Methodenvergleich mittels Passing-Bablok-Regression liegen weder b = 1,
noch c = 0 im Konfidenzintervall, womit die Nullhypothese der Äquivalenz beider
Methoden verworfen werden muss.
Bland-Altman´s Methodenvergleich hingegen spricht mit P = 0,2429 für ein
zufälliges Auftreten der Differenzen zwischen beiden Methoden, womit sie als
äquivalent betrachtet werden.62
[%]
Abb. 4.2: Passing-Bablok-Regression NycoCard
 HbA1c   Variant II
Abb. 4.3: Bland-Altman´s Methodenvergleich NycoCard
 HbA1c   Variant II
Beurteilung diagnostischer Tests
Die Untersuchung der Messergebnisse mittels Vierfeldertafel und Berücksichtigung
der verschiedenen Normbereiche ergab für den Nachweis NycoCard
  HbA1c  eine63
Sensitivität = 92,31%, eine Spezifität = 78,57%, eine positive Likelihood-Ratio =
4,3077, sowie eine negative Likelihood-Ratio = 0,0979.
Präzisionsmessung
Für die Präzisionsmessung des NycoCard
  HbA1c ergibt sich ein Mittelwert von  x =
6,23% und eine Standardabweichung von   = 0,1494. Die Varianz beträgt 0,0240.
Der Kolmogoroff-Smirnoff-Test gibt mit P > 0,20 und der Chi
2-Test mit P = 0,8664
eine Normalverteilung der Präzisionsmesswerte an.
4.2 CRP Messergebnisse
4.2.1 NycoCard
  CRP
Die Abbildung 4.4 zeigt die Messwertverteilung des NycoCard
  CRP in
Abhängigkeit von den Messwerten des Tina-quant
®CRP/Hitachi 917.
[mg/dl]
 
Abb. 4.4: Messwertverteilung NycoCard
  CRP64
Für den Referenznachweis Tina-quant
® CRP ergibt sich ein Mittelwert von  x = 5,96
mg/dl, eine Standardabweichung von    = 4,6707 mg/dl, ein Standardfehler des
Mittelwertes von SEM = 0,5664 mg/dl und ein Variationskoeffizient von CV =
0,7831. Beim Testgerät NycoCard
  CRP liegt der errechnete Mittelwert bei  x =
6,04 mg/dl, die Standardabweichung bei   = 4,9007 mg/dl, der Standardfehler des
Mittelwertes bei SEM = 0,5943 mg/dl und der Variationskoeffizient bei CV =
0,8116.
Im K-S-Test weisen P(Hitachi 917) = 0,0007 und P(NycoCard
  CRP) = 0,0001 auf
eine signifikante Abweichung von der Normalverteilung hin.
Mit P(Hitachi 917) = 0,0001 und P(NycoCard
  CRP) = 0,0000 im Chi-Quadrat-Test
wird die Nullhypothese einer Normalverteilung verworfen.
Die Spearman-Rang-Korrelation ergibt für das Nachweispaar Tina-quant
® CRP und
NycoCard
 CRP einen Korrelationskoeffizienten R = 0,9838. Die zweiseitige
Signifikanz beträgt P = 0,0000.
Der Wilcoxon-Test für nicht normalverteilte, verbundene Stichproben weist mit einer
Wahrscheinlichkeit von P = 0,8053 auf ein zufälliges Zustandekommen der
Paardifferenzen hin.
Methodenvergleiche
Bei der Bestimmung der Passing-Bablok-Regression liegen sowohl b = 1, als auch
c = 0 im Konfidenzintervall. Dadurch wird die Nullhypothese der Äquivalenz beider
Methoden aufrechterhalten.
Der Bland-Altman´s-Methodenvergleich sagt aus, dass mit einer Wahrscheinlichkeit
P = 0,5642 die Differenzen beider Methoden zufällig zustande kommen.65
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Abb. 4.5: Passing-Bablok-Regression NycoCard
 CRP   Hitachi 917
Abb. 4.6: Bland-Altman´s-Methodenvergleich NycoCard
 CRP   Hitachi 91766
Präzisionsmessung
Für den NycoCard
 CRP Nachweis ergibt sich bei der Präzisionsmessung ein
Mittelwert von  x = 2,31mg/dl und eine Standardabweichung von σ = 0,1370 mg/dl.
Der Variationskoeffizient beträgt CV = 0,0593.
Der Kolmogoroff-Smirnoff-Test spricht mit P = 0,1502 und der Chi
2-Anpassungstest
mit P = 0,3720 für eine Normalverteilung der Präzisionsmesswerte.
4.2.2 Micros
  CRP
In Abbildung 4.7 ist die Messwertverteilung des Testgerätes Micros
  CRP im
Vergleich zu den ermittelten Referenzwerten des Hitachi 917 dargestellt.
 
[mg/dl]
 
Abb. 4.7: Messwertverteilung Micros
  CRP
Wie unter 4.2.1 schon beschrieben ergibt sich für den Tina-quant
®  CRP ein
Mittelwert von  x = 5,96 mg/dl, eine Standardabweichung   = 4,6707 mg/dl, ein
Standardfehler des Mittelwertes von SEM = 0,5664 mg/dl und ein
Variationskoeffizient von CV = 0,7831. Für das Micros
  CRP beträgt der Mittelwert67
 x = 7,05 mg/dl, die Standardabweichung   = 8,5598 mg/dl, der Standardfehler SEM
= 1,0386 mg/dl und der Variationskoeffizient CV = 1,2147.
Die Wahrscheinlichkeiten von P(Hitachi 917) = 0,0007 und P(Micros
   CRP) =
0,0000 im Kolmogoroff-Smirnoff-Test deuten auf eine signifikante Abweichung von
der Normalverteilung hin.
Im Chi-Quadrat-Test wird mit P(Hitachi 917) = 0,0001 und P(Micros
   CRP) =
0,0000 die Nullhypothese einer Normalverteilung verworfen.
Die Spearman-Rang-Korrelation  ergibt einen Korrelationskoeffizienten R = 0,9934
mit einer zweiseitigen Signifikanz P = 0,0000.
Der Wilcoxon-Test für nicht normalverteilte, verbundene Stichproben weist mit einer
Wahrscheinlichkeit von P = 0,2576 auf ein zufälliges Zustandekommen der
Paardifferenzen hin.
Methodenvergleiche
Beim Methodenvergleich durch die Passing-Bablok-Regression befinden sich b = 1
und c = 0 im Konfidenzintervall. Somit bleibt die Nullhypothese der Äquivalenz der
beiden Methoden bestehen.
Mit P = 0,0995 besagt der Methodenvergleich nach Bland und Altman, dass die
Differenzen der beiden Methoden zufällig zustande kommen und die Methoden als
äquivalent bezeichnet werden können.
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Abb. 4.8: Passing-Bablok-Regression Micros
 CRP   Hitachi 917
 
Abb. 4.9: Bland-Altman´s-Methodenvergleich Micros
 CRP   Hitachi 91769
Präzisionsmessung
Der Mittelwert der 10 Messungen zur Präzisionsbestimmung des Micros
  CRP
beträgt  x = 2,33 mg/dl, die Standardabweichung σ = 0,0675 mg/dl und der
Variationskoeffizient CV = 0,0290.
Mit P = 0,0351 im Kolmogoroff-Smirnoff-Test und P = 0,0006 im Chi
2-Test
sprechen die Tests auf Normalverteilung für eine signifikante Abweichung von der
Normalverteilung.
4.3 D-Dimer Messergebnisse
4.3.1 NycoCard
  D-Dimer
Die Messwerte des Testgerätes NycoCard
   D-Dimer und des Zentrallaborgerätes
miniVIDAS
 , das die Referenzwerte liefert, sind in Abbildung 4.10 als
Streudiagramm dargestellt.
[mg/l]
Abb. 4.10: Messwerte NycoCard
  D-Dimer70
Für das Referenzgerät miniVIDAS
  ergibt sich ein Mittelwert  x = 2,02 mg/l, eine
Standardabweichung   = 1,4474 mg/l, ein Standardfehler des Mittelwertes von SEM
= 0,1795 und ein Variationskoeffizient CV = 0,7176. Beim Testgerät NycoCard
  D-
Dimer beträgt der Mittelwert  x = 1,18, die Standardabweichung   = 1,3943, der
Standardfehler SEM = 0,1729 und der Variationskoeffizient CV = 1,1862.
Im Kolmogoroff-Smirnoff-Test weisen P(miniVIDAS) = 0,0034 und P(NycoCard
 
D-Dimer) = 0,0000 auf eine signifikante Abweichung der Stichprobe von einer
Normalverteilung hin.
Im Chi-Quadrat-Test sprechen P(miniVIDAS) = 0,0000 und P(NycoCard
  D-Dimer)
= 0,0000 für eine Ablehnung der Nullhypothese Normalverteilung.
Der Korrelationskoeffizient mittels Spearman-Rang-Korrelation errechnet beträgt R
= 0,8270 und hat eine zweiseitige Signifikanz mit P = 0,0000.
Der Wilcoxon-Test für verbundene, nicht normalverteilte Stichproben gibt eine
Wahrscheinlichkeit von P = 0,0000 für eine Zufälligkeit der Paardifferenzen an.
Methodenvergleiche
Bei der Passing-Bablok-Regression liegt c = 0 innerhalb des Konfidenzintervalls,
b = 1 jedoch außerhalb. Somit wird die Nullhypothese der Äquivalenz beider
Methoden abgelehnt.
Beim Bland-Altman´s-Methodenvergleich ergibt eine Wahrscheinlichkeit von P =
0,0000 für die Zufälligkeit der Differenzen der beiden Methoden.71
[mg/l]
Abb. 4.11: Passing-Bablok-Regression NycoCard
 D-Dimer   miniVIDAS
Abb. 4.12: Bland-Altman´s-Methodenvergleich NycoCard
 D-Dimer   miniVIDAS72
Beurteilung diagnostischer Tests
Die Untersuchung der Messergebnisse mittels Vierfeldertafel ergibt für NycoCard
 
D-Dimer eine Sensitivität von 94,83%, eine Spezifität von 85,71%, eine positive
Likelihood Ratio von 6,6379 und eine negative Likelihood Ratio von 0,0603.
Präzisionsmessung
Die Präzisionsmessung des NycoCard
  D-Dimer Assays ergibt einen Mittelwert von
 x = 0,3000 mg/l. Da alle Messungen das gleiche Ergebnis lieferten, sind
Standardabweichung und Variationskoeffizient gleich Null. Die Untersuchung auf
Normalverteilung entfällt.
4.3.2 Turbiquant
  D-Dimer
Die mit dem D-Dimer Turbitimer
  ermittelten Turbiquant
® D-Dimer Messwerte sind
in Abhängigkeit der Messwerte des miniVIDAS
   als Wertepaare in einem
Streudiagramm in Abbildung 4.13 dargestellt.
[mg/l]
Abb. 4.13: Messwerte Turbitimer
 /Turbiquant
  D-Dimer73
Wie in 4.3.1 schon beschrieben beträgt der Mittelwert des miniVIDAS
   x = 2,02
mg/l, die Standardabweichung   = 1,4474 mg/l, der Standardfehler des Mittelwertes
SEM = 0,1795 und der Variationskoeffizient CV = 0,7176. Beim Testgerät D-Dimer
Turbitimer
   errechnet sich ein Mittelwert von  x = 0,75 mg/l, eine
Standardabweichung   = 0,6835 mg/l, ein Standardfehler von SEM = 0,0848 und ein
Variationskoeffizient von CV = 0,9086.
Der Kolmogoroff-Smirnoff-Test beschreibt mit P(miniVIDAS) = 0,0034 und
P(Turbitimer
 ) = 0,0000 eine signifikante Abweichung der Stichprobe von einer
Normalverteilung.
Der Chi-Quadrat-Test lehnt mit P(miniVIDAS) = 0,0000 und P(Turbitimer
 ) =
0,0000 die Nullhypothese einer Normalverteilung ab.
Die Spearman-Rang-Korrelation errechnet für den miniVIDAS
   und D-Dimer
Turbitimer
  einen Korrelationskoeffizienten von R = 0,6495 mit einer zweiseitigen
Signifikanz P = 0,0000.
Der Wilcoxon-Test für verbundene, nicht normalverteilte Stichproben gibt mit einer
Wahrscheinlichkeit P = 0,0000 an, dass die Paardifferenzen der Stichproben zufällig
sind.
Methodenvergleiche
Bei der Passing-Bablok-Regression liegt c = 0 innerhalb des Konfidenzintervalls,
b = 1 liegt jedoch außerhalb, so dass die Nullhypothese der Äquivalenz beider
Methoden abgelehnt wird.
Der Bland-Altman-Methodenvergleich ergibt mit einer Wahrscheinlichkeit von P =
0,0000 ein zufälliges Auftreten der Differenzen zwischen beiden Methoden.74
[mg/l]
Abb. 4.14: Passing-Bablok-Regression Turbitimer
 /Turbiquant
 D-Dimer  
  miniVIDAS
Abb. 4.15: Bland-Altman´s-Methodenvergleich Turbitimer
 /Turbiquant
 D-Dimer -
  miniVIDAS75
Beurteilung diagnostischer Tests
Bei der Untersuchung der Messergebnisse hinsichtlich ihrer diagnostischen
Aussagekraft ergibt sich für den Nachweis Turbiquant
  D-Dimer eine Sensitivität
von 93,10%, eine Spezifizät von 42,86%, eine positive Likelihood Ratio von 1,6293
und eine negative Likelihood Ratio von 0,1609.
Präzisionsmessung
Bei der Berechnung der Präzision des Turbiquant
  D-Dimer ergibt sich ein
Mittelwert von  x = 0,3707, eine Standardabweichung von    = 0,0179 und ein
Variationskoeffizient von CV = 0,0482. Der Kolmogoroff-Smirnoff-Test ergibt mit
einer Wahrscheinlichkeit von P = 0,0798 und der Chi
2-Test mit einer
Wahrscheinlichkeit von P = 0,1086 eine Normalverteilung.76
5 Diskussion
5.1 Point-of-Care Diagnostik
Mit dem im Rahmen eines Diabetes Managements 1941 durch Miles entwickelten
Glucoseteststreifen für Urin (Produktname: Clinitest) hat das Point of Care Testing
seinen eigentlichen Anfang gefunden. Seit dieser Zeit hat es eine Vielzahl von
Entwicklungen im Bereich der Point-of-Care Diagnostikverfahren und  geräte
gegeben. Verfahrensoptimierungen und der Einsatz der modernen Mikroelektronik
haben dazu beigetragen die Erfassung der Messergebnisse und ihre Auswertung zu
automatisieren. Die praktische Handhabung einiger Testgeräte wurde im Verlauf der
Jahre so verbessert und für den Anwender optimiert, dass sie sogar vom Patienten
selbst z.B. zur Bestimmung der Blutglucose angewendet werden kann. Viele
Apotheker nutzen die Point-of-Care Systeme bereits indem sie die Bestimmung von
Blutglucose, Cholesterin, PTT, Quick etc. kommerziell anbieten.
Der Einsatz von Point-of-Care Diagnostikgeräten wurde bereits in vielen Studien
untersucht und beschrieben. So konnten Murray et al. zeigen, dass durch den Einsatz
von Point-of-Care Testing in Notaufnahmen eine signifikante Zeiteinsparung erreicht
werden konnte. Die durchschnittliche Aufenthaltsdauer von Patienten in der
Notaufnahme reduzierte sich dabei von 4h 22min auf 3h 28min  76 . Nach
Einrichtung eines POCT-Labors in der Notaufnahme des Massachusetts General
Hospitals mit der Möglichkeit zur Durchführung ausgewählter Tests und
Untersuchungen von Glucose, HCG, CK-MB, Troponin und der Anwendung von
Urinteststreifen zeigte sich eine Reduktion der Aufenthaltsdauer der Patienten in der
Notaufnahme um durchschnittlich 41,3 Minuten  64 . De Serio et al. untersuchten
den Einsatz von Point-of-Care Nachweisen für Troponin I, Myoglobin und CK-MB
in einer Notaufnahme hinsichtlich ihrer Korrelation mit der vorhandenen
Labormethode, sowie der Analysendauer. Dabei ergaben sich für alle Nachweise
gute Korrelationen und eine Reduktion der Analysendauer um durchschnittlich 54
min  27 . Auch Collinson zeigte, dass bei der Untersuchung von kardialen Markern
durch POCT die Analysendauer von 72 min auf 20 min signifikant verringert werden
konnte  17 . Eine Untersuchung von Fitch et al. zur Gerinnungskontrolle während77
kardiovaskulären Operationen zeigte, dass die Point-of-Care Methode gut mit der
Labormethode korreliert und anstelle von 74 bis 78 Minuten nur 2 Minuten und 14
Sekunden für die Analyse in Anspruch nimmt  36 .
Als ein wichtiges Qualitätsmerkmal in der medizinischen Versorgung werden von
den Patienten die für sie meistens als unangenehm, zeitraubend und oft sehr
belastend empfundenen Wartezeiten z.B. auf Testergebnisse angesehen. Dabei ist es
unwesentlich welche Ursache der Wartezeit zugrunde liegt. Galloway und Woods
haben daher in einer Studie untersucht, welche Wartezeiten von Patienten einer
hämatologischen Klinik akzeptiert werden. Nach Meinung der Patienten dürfte die
Wartezeit 30min auf keinen Fall überschreiten, vielmehr sollte diese im Laufe der
Zeit auf maximal 20min reduziert werden können. Selbst durch die Einführung eines
Air-Tube-Transportsystems zum schnelleren Probentransport ins Labor konnte den
Anforderungen der Patienten nicht entsprochen werden. Erst nach der Einführung
eines Point-of-Care Testsystems konnten die gesetzten Zeitziele erreicht werden
 37 .
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der medizinischen Diagnostik ist oft die
Analysendauer einer Probe. In den zitierten Studien wird gezeigt wie es durch den
Einsatz der Point-of-Care Diagnostik zu einer signifikanten Reduzierung der
Analysendauer und damit einer deutlichen Zeiteinsparung in der Diagnostik kommt.
Neben dem Vorteil der Zeiteinsparung sind weitere Vorteile beschrieben worden. So
haben Dahler -  Eriksen et al. die Einführung eines CRP Point-of-Care Testing
Systems in die ambulante Patientenversorgung Dänemarks untersucht. Sie stellten
fest, dass durch diese Einführung die Anzahl der Probentransporte von den
Arztpraxen zu den zentralen Labors um 40% abnahmen. Weiterhin konnten sie
nachweisen, dass durch die Einführung von CRP Point-of-Care Testing Systemen
deutliche Kostenersparnisse zu erzielen sind  22 . Harvey zeigte das POCT
allgemein keine höheren Kosten verursacht  48 .
Für einige Parameter ist die Qualität von POCT bereits nachgewiesen worden. Als
Beispiel wäre die Blutglucosediagnostik zu nennen. Hier wurden verschiedene
Geräte bereits in Studien untersucht und es konnte gezeigt werden, dass diese in
hohem Maße mit Standardmethoden korrelieren  19 .78
Viele Vorteile des Einsatzes von POCT Systemen sind durch zahlreiche Studien
belegt worden. Oft gibt es keine Aussagen über die analytischen Anforderungen im
Vergleich mit der Standardlaboranalytik. Es muss deshalb nun untersucht werden, in
wie weit die in dieser Arbeit getesteten Geräte den analytischen Anforderungen
entsprechen.
5.2 HbA1c Messgeräte
Nachfolgend sollen vergleichend die analytische Fähigkeit der Messgeräte, ihre
Fehlerquellen, sowie ihre möglichen Anwendungsgebiete untersucht werden.
Im Vergleich mit dem Variant II zeigt der NycoCard
 HbA1c Nachweis eine sehr gute
Korrelation von R = 0,9252 und ebenfalls eine sehr gute Präzision mit einem
Variationskoeffizienten von CV = 0,76% auf. Dieser Wert liegt mit CV < 5% im
angegebenen Bereich des Herstellers und damit weit unter dem in den Richtlinien zur
Qualitätssicherung der Bundesärztekammer geforderten Grenzwert von 6%  14 . Der
Wilcoxon-Test besagt nach Einbringen des Korrekturfaktors mit einer
Wahrscheinlichkeit von P = 0,6062, dass die sich ergebenden Paardifferenzen
zufällig auftreten und somit die Nullhypothese einer symmetrischen Verteilung
aufrechterhalten wird  56,108 . Es muss deshalb bei den aufgetretenen
Paardifferenzen von zufälligen Fehlern ausgegangen werden.
Der Methodenvergleich nach Passing und Bablok zeigt, dass die Nullhypothese der
Äquivalenz der Methoden Variant II und NycoCard
 HbA1c verworfen werden muss.
Hingegen bezeichnet der Bland-Altman´s Methodenvergleich die beiden Methoden
als äquivalent. Aus diesen Ergebnissen lässt sich  keine eindeutige Aussage
hinsichtlich der Äquivalenz zusammenfassen.
In der Beurteilung des Assays NycoCard
 HbA1c  in seiner Funktion als
diagnostischer Test ergibt sich eine Sensitivität des Nachweises von 92,31% und eine
Spezifität von 78,57%. Die positive Likelihood-Ratio ist mit 4,3077 als gut und die
negative Likelihood-Ratio mit 0,0979 als sehr gut zu beurteilen.
Der NycoCard
 HbA1c  Assay hat in der vergleichenden Untersuchung mit dem
Variant II gute Messergebnisse aufzuweisen, was durch eine sehr gute Korrelation79
und zufällige Streuung in der statistischen Auswertung gezeigt wurde. Als
diagnostischer Test ist er geeignet eindeutige Aussagen bezüglich einer guten und
einer nicht ausreichenden Diabetestherapie machen.
Bei einer vergleichenden Studie des NycoCard
 HbA1c  mit dem Mono S (HPLC)
wurde für das Point-of-Care System von NycoCard ein Variationskoeffizient CV =
1,7% und eine Korrelation von R = 0,994 gefunden  78 . In einer weiteren Studie ist
wie auch in dieser Untersuchung der NycoCard
 HbA1c  Assay mit dem Tinaquant
Nachweis verglichen worden. Dort ergab sich ein Korrelationskoeffizient von R =
0,94 mit einer Verschiebung um 0,92 auf der Y-Achse. Der Variationskoeffizient
wurde von den Verfassern in einem Bereich von 8,5-15,3% angegeben  45 . Die in
dieser Arbeit durchgeführte Untersuchung der gleichen Assays zeigt hinsichtlich der
Korrelation ein vergleichbares Ergebnis. Der Variationskoeffizient ist mit CV =
2,4% jedoch deutlich besser ausgefallen.
Der Borataffinitätstest Glycosal zeigte im Vergleich zum Variant II eine Korrelation
von R = 0,98, wohingegen der IMx Nachweis, welcher ebenfalls auf Borataffinität
basiert, im Vergleich zu einer HPLC Methode einen Korrelationskoeffizienten von R
= 0,857 aufweist  91,99 . Glycogel B, ein anderer Borataffinitätstest, der als Matrix
ein Gel verwendet, wurde der Agargelelektrophorese gegenübergestellt. Hierbei
korrelierte Glycogel B mit R = 0,95  40 .
Neben Borataffinitätsnachweisen für HbA1c  sind immunturbidimetrische Point-of-
Care Assays auf dem Markt. Untersuchungen haben hier gezeigt, dass der DRx
HbA1c Nachweis eine Korrelation von R = 0,935 bezogen auf die DiaSTATT HPLC
von Bio-Rad aufweist  93 . Ein immunturbidimetrischer Nachweis von Boehringer
Mannheim, durchgeführt mit dem Hitachi 911, korreliert  mit R = 0,96 mit der
Standard HPLC Methode  42 . Unimate von Roche hat eine Korrelation von R =
0,98 mit der Diamant HPLC von Bio-Rad  71 .
Bei der Untersuchung einer HbA1c  Nachweismethode mit Hilfe kapillärer
isoelektrischer Focussierung im Vergleich zum  Variant von Bio-Rad betrug der
Korrelationsfaktor beider Methoden R = 0,872  105 .
Der NycoCard
 HbA1c Assay zeigt somit auch im Vergleich zu anderen Studien und
anderen Point-of-Care Nachweismethoden sehr gute Ergebnisse. Wichtig ist es80
jedoch nicht nur die Korrelation der Ergebnisse zu betrachten, die bei dem hier
getesteten Assay als sehr gut bezeichnet werden kann, sondern es ist auch die
Aussagefähigkeit der Methode zu berücksichtigen . Diese ist beim NycoCard
 HbA1c
ebenfalls als sehr gut zu beurteilen.
Fehler und ihre Quellen
Es gibt keine absolut genaue Messung von kontinuierlichen Größen. Die
Fehlergrenzen werden bestimmt durch systematische Fehler wie z.B. Gerätefehler,
Eichfehler oder Unspezifität der Methode. Diese Fehler sind oft schwer zu
entdecken aber prinzipiell vermeidbar. Zufällige Fehler ergeben sich aus dem
Zusammenwirken zahlreicher Fehlerursachen wie z.B. Ablesefehler,
Beobachtungsfehler. Diese Fehler sind vom gegebenen System, wozu auch der
Beobachter mit seinem Ablesegeschick gehört, nicht vermeidbar. Ihr Einfluss kann
aber durch Wiederholung der Messungen stark reduziert werden.
Fehler in der Bedienung des NycoCard
 HbA1c  Assays können durch falsches
Pipettieren von Proben und Reagenzien sowie durch zu geringe Vermischung der
einzelnen Reaktionskomponenten und fehlerhafter Reagenzien in Erscheinung treten.
Durch sorgfältiges Arbeiten, regelmäßigen Weißabgleich und Kontrolle der
Wirksamkeit der Reagenzien durch die mitgelieferte Kontrolllösung wurde versucht
den Einfluss dieser systematischen Fehlerursachen zu minimieren.
Unterschiedliche Messergebnisse könnten auch dadurch begründet sein, dass der
NycoCard
 HbA1c das gesamte Glykohämoglobin misst und die Werte für die HbA1c
Fraktion mittels eines im NycoCard
®  Reader II gespeicherten  Algorithmus
errechnet. Im Gegensatz dazu wird beim Variant II durch die HPLC die HbA1c
Fraktion getrennt von den anderen Glykohämoglobinfraktionen erfasst. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit einem bekannten Diabetes mellitus im
Gegensatz zu gesunden Personen der Prozentsatz des gesamten Glykohämoglobins
im Borataffinitätsnachweis stärker ansteigt als der Prozentsatz der HbA1c Fraktion
der HPLC  77 . Daraus könnte sich auch der höhere Grenzwert des Normbereichs
des NycoCard
 HbA1c ergeben.
Für das Prinzip der HbA1c  Messung mittels Borataffinitätsverfahren konnte ein
Einfluss von hohen Konzentrationen an Glucose, Bilirubin oder Triglyceriden in81
verschieden konzentrierten Glycohämoglobinproben ausgeschlossen werden  10 .
Die als Aldiminform bezeichnete Schiff´sche Base führt in beiden Assayformen zu
keiner Erhöhung der Messwerte, da sie bei der HPLC entfernt wird und so auf den
Affinitätsnachweis keine Wechselwirkung ausübt  69 .
Der Einfluss von Hämoglobinvarianten, sowie Hämoglobinveränderungen auf das
Ergebnis von HbA1c  Messungen wurde vielfach untersucht. Für die
Kationenaustauschflüssigkeitschromatographie ist eine Beeinflussung der Messwerte
im Sinne einer erhöhten Angabe von HbA1c  für carbamyliertes und acetyliertes
Hämoglobin beschrieben worden  110,12 . Falsch niedrige Werte können bei dieser
Methode für Hämoglobinvarianten wie HbAA, HbAS, HbAC, HbCC, persistierendes
HbF etc. durch das Entstehen zusätzlicher Peaks der glykierten Varianten auftreten
 110,67,74 . Das Problem der falschen HbA1c  Bewertung durch
Hämoglobinvarianten kann durch relative Angabe des HbA1c  zum
Gesamthämoglobin A (HbA0  + HbA1c) oder des gesamten HbX1c  aller Varianten
zum Gesamthämoglobin X (HbX0 + HbX1c) vermieden werden  110,67 .
Der  Borataffinitätstest zeigt für alle Hämoglobinvarianten, mit Ausnahme der
homozygoten Form von HbS und HbC, Ergebnisse in einem akzeptablen Bereich
 110,85 . Der Nachweis von HbA1c über einen Borsäureaffinitätsassay hat gegenüber
der HPLC den Nachteil der Erfassung des Gesamtglykohämoglobins und der
anschließenden Berechnung der HbA1c  Fraktion aus dem Gesamtglykohämoglobin,
dafür ist er aber gegenüber Störeinflüssen von Hämoglobinvarianten weniger
empfindlich.
Anwendungsgebiete
Mit diesem Point-of-Care Nachweis lässt sich der HbA1c Anteil im Blut ermitteln.
Mit Hilfe der gemessenen Werte können dann Rückschlüsse auf die Einstellung
eines Diabetes mellitus gezogen werden. Der Point-of-Care Nachweis für HbA1c
eignet sich daher sehr gut für den Einsatz in der ärztlichen Praxis.
Unter den verschiedenen medizinischen Fachgebieten gibt es einige, für welche die
Bestimmung des HbA1c im täglichen Betrieb von besonderem Interesse ist.
Der Schwerpunkt der HbA1c  Kontrolle liegt mit Sicherheit auf den Gebieten der
Inneren Medizin und Kinderheilkunde, da vor allem hier Diagnose, Einstellung und82
Kontrolle des Diabetes mellitus durchgeführt werden. Für die Prävention von
Spätschäden dieser Erkrankung ist die langfristige Kontrolle der Diabetestherapie
von entscheidender Bedeutung. Cahill et al. konnten zeigen, dass eine Prävalenz von
44% für eine Diabetische Retinopathie (DR) bei Patienten mit einer Krankheitsdauer
eines Typ I Diabetes größer als 10 Jahre besteht. Weiterhin zeigten die Patienten mit
einer DR signifikant erhöhte HbA1c Werte, wohingegen die Prävalenz der DR keinen
Zusammenhang mit dem Alter bei Diagnosestellung, Geschlecht, Mikroalbuminurie
oder Bluthochdruck aufwies  15 . Ein HbA1c Wert < 8% scheint ein guter Bereich zu
sein, um einer Nephropathie mit Entwicklung einer Mikroalbuminurie vorzubeugen
 73 . Dieses zeigt, dass die Bestimmung des HbA1c gerade im ambulanten Bereich
mit Hilfe der Point-of-Care Diagnostik eine bedeutende Maßnahme ist, um die
Entwicklung von Komplikationen zu kontrollieren und diesen vorbeugen zu können.
Ein wesentlicher Vorteil der Point-of-Care Nachweismethoden im Vergleich zu den
Bestimmungsmethoden im Labor ist der schnelle Ergebniserhalt vor Ort. Thaler et al.
fanden heraus, dass durch den Einsatz eines schnellen HbA1c Assays mit sofortiger
Verfügbarkeit der Ergebnisse im Gegensatz zur herkömmlichen HbA1c Bestimmung
die Therapie von Diabetikern vermehrt intensiviert wurde und bei Nachkontrollen
einen günstigen Einfluss auf zuvor erhöhte Werte aufwies  97 .
Mit diesem Effekt können die Kosten in der Behandlung des Diabetes mellitus II
verringert werden, da die durch den Diabetes verursachten Komplikationen und
Begleiterkrankungen hier die wesentlichen Kostenfaktoren darstellen  65 .
Die Gynäkologie und Geburtshilfe ist ein weiteres Gebiet, auf dem die HbA1c
Bestimmung von großer Bedeutung ist. Gerade in der Schwangerschaft, wie auch
schon zum Zeitpunkt der Konzeption, sollte ein Diabetes mellitus optimal eingestellt
sein, um einen möglichst risikoarmen und komplikationslosen
Schwangerschaftsverlauf gewährleisten zu können.
Während bei Nichtdiabetikerinnen die Rate der Missbildungen ihrer Kinder bei 0,9%
liegt, ist diese bei Müttern mit einem insulinpflichtigen Diabetes mit 5,3% signifikant
erhöht. So wird bei einem HbA1c    8,5% während der Frühschwangerschaft von
22% Missbildungen berichtet, wohingegen bei einem HbA1c < 8,5% mit nur 3,3% zu
rechnen ist  8 . Dieses macht umso deutlicher welche Bedeutung der Kontrolle des
Glucosestoffwechsels der Mutter zukommt. Neben der Bestimmung der aktuellen83
Blutglucosekonzentration, erfolgt in der Schwangerenvorsorge eine Messung der
Glykohämoglobine, um einen Eindruck der Stoffwechsellage der vergangenen
Wochen zu bekommen. Die Erfassung des HbA1c  sollte in einem vierwöchigen
Rhythmus geschehen, um eine Erhöhung des HbA1c in den pathologischen Bereich
frühzeitig zu erkennen.
Hier bietet sich der Einsatz des NycoCard
 HbA1c  in gynäkologischen Praxen wie
auch auf gynäkologischen Stationen an. Die Vorteile des Nachweises liegen in der
schnellen Ergebnisgewinnung, die Zweitkonsultationen unnötig macht, und in der
Einsparung von Transportwegen, -zeiten und  kosten. Weiterhin werden
Verzögerungen in der Behandlung vermieden. Diese Vorteile gelten vor allem für die
ambulante Kontrolle von Diabetikerinnen in der Schwangerschaft.
Da der NycoCard
 HbA1c  Nachweis gerade im frühpathologischen Bereich eine
hohe Korrelation mit dem Variant II aufzeigt, hat sein Einsatz in gynäkologischen
Einrichtungen seinen Stellenwert.
Für den stationären Bereich der Versorgung und Kontrolle von Schwangeren ist zu
überlegen, ob es bei großen Probenzahlen und geringerem logistischen Aufwand in
großen Kliniken sinnvoller ist die Proben die normale Laborroutine durchlaufen zu
lassen.
Einsatzorte
Als Einsatzorte des hier getesteten Nachweises eignen sich Arztpraxen sowie
Stationen mit ambulanter Patientenversorgung. Weiterhin alle Stationen und
Einrichtungen, die größere logistische Anstrengungen aufbringen oder in Anspruch
nehmen müssen, um die zu untersuchenden Proben in ein Labor zu transportieren.
Die Möglichkeit Transportwege und  zeiten einzusparen vermindert gleichzeitig
Transportrisiken, wie zum Beispiel unsachgemäße Lagerung. Daraus ergeben sich
zusätzlich finanzielle Einsparmöglichkeiten. Hier liegt ein großer Vorteil des
NycoCard
 HbA1c. Neben den Einsparungsmöglichkeiten in den Bereichen von
Transport und Finanzen steht die Ergebnisgewinnung in kürzester Zeit im
Vordergrund. Zwar ist das HbA1c kein Parameter, das im akuten Notfall bestimmt
wird, aber bei Nutzung eines auswärtigen Labors wird meistens ein neuer Termin zur
Ergebniseröffnung benötigt. Im Gegensatz dazu ist es beim NycoCard
 HbA1c84
möglich gleich beim ersten Arztbesuch des Patienten die Ergebnisse zu erlangen und
notwendige therapeutische Maßnahmen zu ergreifen.
Diese Methode eignet sich daher besonders für den Bereich der ambulanten
Patientenversorgung.
Probenaufkommen
Ein weiteres Kriterium für den Einsatz des NycoCard
 HbA1c ist die Menge der zu
untersuchenden Proben. Bei großen Kliniken mit einer Vielzahl von Proben, die im
täglichen Betrieb bearbeitet werden, ist fraglich, ob der Einsatz des
NycoCard
 HbA1c aus personeller und zeitlicher Sicht sinnvoll ist. Da die Analysen
hier manuell durchgeführt werden, wird für die Dauer der POC Analyse Personal in
Anspruch genommen. Der Zeitbedarf beträgt je Probe zwar lediglich 2-3 min, jedoch
summiert sich dieser bei einer großen Probenanzahl. Bei kleinerem
Probenaufkommen ist jedoch der Einsatz des NycoCard
 HbA1c dem eines großen
Laborgerätes vorzuziehen. Der apparative Aufwand ist wesentlich geringer, der
Nachweis einfach zu handhaben und es müssen vor Beginn der Messungen oder auch
einer einzelnen Messung keine aufwendigen Kalibrierungsarbeiten durchgeführt
werden.
5.3 CRP Messgeräte
Ergebnisauswertung
Der getestete Nachweis NycoCard
 CRP zur Bestimmung der Konzentration des C-
reaktiven Proteins im Vollblut zeigt verglichen mit dem Tina-quant
 CRP/Hitachi
917 eine sehr gute Korrelation von R = 0,9838.
Die Präzision des Nachweises liegt mit einem Variationskoeffizienten von CV =
1,88% deutlich unter dem geforderten Grenzwert von 5%  14 .
Die Auswertung des Wilcoxon-Tests ergibt mit einer Wahrscheinlichkeit von P =
0,8053 eine symmetrische Verteilung der Paardifferenzen und damit eine zufällige
Streuung der Differenzen der Messwertpaare  56,108 . Aus diesem Grund kann von
zufälligen Fehlern bei abweichenden Messergebnissen ausgegangen werden.85
Die Methodenvergleiche nach Passing-Bablok und Bland-Altman sprechen beide für
eine Äquivalenz der Methoden NycoCard
 CRP und Hitachi 917/Tina-quant
 CRP.
Das zweite Testgerät Micros
 CRP weist im Vergleich zum Referenznachweis Tina-
quant
 CRP /Hitachi 917 eine sehr gute Korrelation von R = 0,9934 auf. Auch bei
diesem Nachweis liegt die Präzision mit einem Variationskoeffizienten von CV =
0,92% deutlich unter dem in den Richtlinien der Bundesärztekammer geforderten
Grenzwert von 5%  14 .
Für den Micros
 CRP errechnet der Wilcoxon-Test mit einer Wahrscheinlichkeit von
P = 0,2576 ein zufälliges Zustandekommen der Paardifferenzen, d.h. diese sind
symmetrisch verteilt und treten zufällig auf  56,108 . So sind auftretende
Messwertabweichungen nicht auf systematische Fehler zurückzuführen, wie sie
durch fehlerhafte Kalibrierung oder durch Unspezifität der Methode verursacht sein
können.
Die Untersuchung mittels der Methodenvergleichstests nach Passing-Bablok und
Bland-Altman ergibt für beide Tests eine Äquivalenz der Nachweismethoden des
Micros
 CRP und des Hitachi 917/Tina-quant
 CRP.
Bewertung im Vergleich zu anderen Studien
In dieser Arbeit konnten für das Micros
 CRP die Ergebnisse von Roberts et al.,
bestätigt werden, welche bei diesem Gerät eine Impräzision <8%, sowie eine hohe
Konkordanz mit dem Dade Behring N II High Sensitivity CRP festgestellt haben
 98 . Auch der NycoCard
 CRP Assay zeigte in den Untersuchungen von Urdal et al.,
bei denen 234 Patientenproben im Vergleich mit einer turbidimetrischen
Serummethode analysiert wurden, eine sehr gute Korrelation mit R = 0,96  101 .
Eine norwegische Gruppe  21  analysierte den NycoCard
 CRP Nachweis für Serum-
und Plasmaproben und fand eine Korrelation von R = 0,85, wohingegen Dahler-
Eriksen et al. für die auch in dieser Studie verwendete Vollblutvariante des Assays
eine Korrelation von R = 0,94 ermittelt haben. Der Vorteil des Vollblutnachweises
und der Grund der besseren Korrelation wurden in der geringeren Anzahl an
Analysenschritten vermutet. Ein wichtiger Faktor ist jedoch die interpersonelle
Variation der Messergebnisse, denn die gleichen Proben wurden mit Hilfe des86
gleichen Assays von Laborpersonal durchgeführt, woraufhin der
Korrelationskoeffizient R = 0,95 betrug  21 . Eine weitere Studie fand beim
Vergleich einer CRP Point-of-Care Methode mit der Standardlabormethode einen
Korrelationskoeffizienten von R > 0,96. Auch hier zeigte der Bland-Altman´s-Test
keine signifikante Abweichung von der Standardlabormethode [88]. Der vom
Hersteller angegebene Variationskoeffizient der Präzision von CV = 5-8% im
Laborbetrieb und bis zu CV = 15% in der ärztlichen Praxis wird mit CV = 1,88%
weit unterschritten. Bei einer Studie zum Einsatz des NycoCard
   CRP in der
ärztlichen Praxis konnte bei Bedienung des Assays durch Nichtlaborpersonal
ebenfalls ein sehr niedriger Variationskoeffizient von CV = 0,7% festgestellt werden
 21 .
Beide Methoden zeigen ähnliche Ergebnisse wie ein vergleichbarer Point-of-Care
Fluoreszenzimmunoassay, welcher im Vergleich mit dem Dade Behring N High
Sensitivity Assay eine Korrelation von R = 0,969 aufzeigt  96 .
Fehlerquellen
Die zufällig auftretenden Paardifferenzen können sowohl durch unkontrollierte
Schwankungen innerhalb der Geräte, als auch durch die Bedienung des Gerätes
selbst auftreten  83 . Während der Studie wurde der zu beeinflussende Anteil des
zufälligen Fehlers durch sorgfältiges Arbeiten minimiert. Mögliche systematische
Fehler, welche nach den oben beschriebenen Ergebnissen nicht offensichtlich sind,
können durch Unspezifität der Nachweismethode oder Bedienungsfehler verursacht
werden. Für den NycoCard
 CRP Assay konnten Urdal et al. zeigen, dass
Hyperlipidämien zu einer Erhöhung der CRP Messwerte führen können, wohingegen
ein Einfluss von Bilirubin, Amyloid P oder Rheumafaktoren ausgeschlossen werden
konnte  101 . Falsch positive CRP Messungen wurden von Benoist et al. bei zwei
Patienten nach Nierentransplantationen beschrieben. Sie hatten
Antilymphozytenglobulin von Kaninchen zur Immunsuppression erhalten und in
Folge dessen Antikörper (human anti-rabbit antibody = HARA) gegen dieses
gebildet. Jegliche Testmethoden, welche zur CRP Bestimmung anti-CRP Antikörper
verwenden, die vom Kaninchen stammen, wurden so falsch positiv beeinflusst  9 .
Der Tina-quant
 CRP Referenzassay beinhaltet Antikörper von Ziegen, so dass in87
diesem Fall keine Beeinflussung zustande gekommen wäre. Bei den beiden Point-of-
Care Nachweisen ist die Herkunft der Antikörper jedoch nicht angegeben, so dass
eine Interaktion nicht hätte ausgeschlossen werden können. Im Zweifelsfall ist bei
Patienten mit immunologischer Suppression des Immunsystems oder Einsatz anderer
Immunglobuline in Abwägung der Herkunft der verschiedenen Seren eine andere
Methode vorzuziehen.
Diagnostische Breite des CRP und Anwendungsgebiete
Aufgrund der Vorteile, die das CRP gegenüber anderen Entzündungsparametern in
der Diagnostik aufweist, hat es sich bereits in der klinischen und praktischen
Anwendung als hilfreich und therapieweisend gezeigt. So konnte es sich als
diagnostisches Kriterium für Infektionen auf vielen Gebieten durchsetzen. Zum
Beispiel vermag das CRP gegenüber der Leukozytenzahl besser zur Diagnose einer
protrahierten Entzündung nach Appendektomie beizutragen  41 .
Auch in der Pädiatrie zeigt die Bestimmung des CRP eine deutlich bessere
Aussagekraft als andere Entzündungsparameter wie die Leukozytenzahl oder die
Körpertemperatur, wenn es sich um die Diagnostik einer Neugeborenensepsis oder
postoperativen Sepsis handelt  23,16 . Weiterhin kann die CRP Konzentration als
Anhaltspunkt für die Dauer einer antibiotischen Therapie bei bakteriellen
Neugeboreneninfektionen herangezogen werden  32 .
Gerade für das Fachgebiet der Pädiatrie eignet sich die Point-of-Care CRP
Diagnostik in besonderem Maße, da nur geringe Probenvolumina von 25 l beim
NycoCard
 CRP und mindestens 30 l beim Micros
 CRP benötigt werden. So muss
nicht für jede Analyse eine Venenpunktion durchgeführt werden, da eine
Kapillarblutentnahme ausreichend ist.
Im Bereich der Notfall- und Intensivmedizin ist die Bestimmung des CRP ebenfalls
von großem Nutzen. Neben der schnellen Diagnostik entzündlicher Erkrankungen
und daraufhin raschen Therapieeinleitung, bietet das CRP einen Parameter  zur
Beurteilung des Outcome und der Mortalität von Patienten vor Operationen nach
akuter Ischämie von Extremitäten oder von Patienten mit ischämischem Insult
 62,26 . Auf diesen Gebieten ist der Vorteil der Point-of-Care CRP Analyse in der
kurzen Zeitspanne der Ergebnisgewinnung zu suchen. Eine Studie zum Einsatz von88
Point-of-Care Geräten auf der Notfallstation des Universitätskrankenhauses von
Aintree ergab eine signifikante Zeitersparnis. Die durchschnittliche Zeit bis zum
Ergebniserhalt bei Transport der Proben ins Zentrallabor mittels Personal betrug
58min, über ein pneumatisches Röhrensystem 49min und durch Analyse mittels POC
5min  103 .
Ein weiteres Gebiet, für das die CRP Bestimmung mit Hilfe von Point-of-Care
Diagnostikgeräten wesentliche Vorteile  bietet, ist die allgemeinmedizinische oder
internistische Praxis. Hier steht die Diagnostik entzündlicher Geschehnisse im
Vordergrund. Die Vorzüge, welche die Diagnostikgeräte in diesem Bereich bieten,
sind Einsparungen in der Diagnosezeit und damit auch in der Zeitspanne bis zur
Therapieeinleitung. Es kann ein optimierter Einsatz von Antibiotika durchgeführt
werden, sowie Kosten bei CRP Bestimmung und zweitzeitiger Befunderöffnung
eingespart werden  22 .
Auf Grund der sehr guten Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigt sich, dass beide
Point-of-Care Geräte zur CRP Bestimmung den diagnostischen Anforderungen eines
Laborgerätes für den Klinikbetrieb gewachsen sind. Die Grundeigenschaften dieser
Geräte sind vom Hitachi 917 jedoch verschieden, so dass für den praktischen Einsatz
die alltägliche Leistungsfähigkeit betrachtet werden muss.
Größter Nachteil des NycoCard
 CRP ist vermutlich die manuelle
Probenvorbereitung und Testdurchführung. Das bedeutet einen vermehrten Arbeits-
und Zeitaufwand. Daher muss für diesen Nachweis relativ mehr Arbeit aufgewendet
werden, als für den Tina-quant
 CRP/Hitachi 917 Nachweis, bei welchem die
Probenbearbeitung automatisiert ist und dadurch wesentlich schneller erfolgt. Neben
der CRP Bestimmung kann bei Bedarf über den Hitachi 917 nahezu jeder übliche
klinisch-chemische Parameter aus der gleichen Probe bestimmt werden.
Als automatisiertes Testverfahren mit manueller Probenbestückung stellt der
Micros
 CRP einen weniger arbeitsaufwendigen Nachweis dar. Der Zeitaufwand ist
jedoch mit dem des NycoCard
 CRP vergleichbar, da eine selektive CRP Messung
nicht erfolgen kann, sondern gleichzeitig immer ein maschinelles Differentialblutbild
erstellt wird. Mit beiden Point-of-Care Nachweisen lassen sich jedoch bis zu
zwanzig Bestimmungen pro Stunde durchführen.89
Als Schlussfolgerung bleibt festzustellen, dass beide Point-of-Care Assays zur
Messung der Konzentration an C-reaktivem Protein im Blut, der NycoCard
 CRP
und Micros
 CRP, aufgrund ihrer sehr guten Ergebnisse im Vergleich mit der
turbidimetrischen Zentrallabormethode Tina-quant
 CRP/Hitachi 917 für den
praktischen Einsatz sehr zu empfehlen sind. Ein Einsatz ist somit vor allem in der
Pädiatrie, der Notfall- und Intensivmedizin, sowie in der ärztlichen Praxis denkbar.
5.4 D-Dimer Messgeräte
Ergebnisauswertung
Der NycoCard
   D-Dimer Assay hat im Vergleich mit dem Referenznachweis
miniVIDAS eine gute Korrelation von R = 0,8270. Im Bereich des cut-off-Wertes
zeigt er eine sehr gute Präzision. Bei allen Messungen zur Erfassung der Präzision
wurde der gleiche Messwert ermittelt. Damit liegt der Variationskoeffizient bei CV =
0,0%. Ein Grenzwert des Variationskoeffizienten für Nachweise zur Bestimmung
von D-Dimeren wurde bisher nicht festgelegt  14 . In der Produktbeschreibung
befinden sich ebenfalls keine Angaben über einen einzuhaltenden Bereich.
Der Wilcoxon-Test zeigt mit einer Wahrscheinlichkeit von P = 0,0000, dass
auftretende Paardifferenzen nicht symmetrisch verteilt sind. Das heißt, es muss von
einem systematischen Fehler ausgegangen werden  56,108 .
Die Methodenvergleiche nach Passing-Bablok und Bland-Altman sagen beide aus,
dass die Testmethoden miniVIDAS und NycoCard
 D-Dimer nicht äquivalent sind.
Bei der Untersuchung des NycoCard
 D-Dimer hinsichtlich seiner Aussagekraft
ergeben sich eine gute positive Likelihood-Ratio von 6,6379 und eine sehr gute
negative Likelihood-Ratio von 0,0603. Sensitivität und Spezifität sind mit 94,83%
und 85,71% ebenfalls als sehr gut zu bezeichnen. So wird der NycoCard
 D-Dimer
den Anforderungen hinsichtlich seiner diagnostischen Aussagekraft im Vergleich
zum miniVIDAS Assay gerecht.90
Der zweite untersuchte Point-of-Care Nachweis zur Bestimmung von D-Dimeren
war das Turbiquant
 D-Dimer/TurbitimerSystem. Es zeigt im Vergleich zur
Referenzmethode eine sehr geringe Korrelation von R = 0,6495. Die Präzision des
Nachweises liegt im cut-off-Bereich mit einem Variationskoeffizienten von CV =
1,52% in einem guten Bereich. Wie schon oben erwähnt wurde ein allgemeiner
Grenzwert bisher nicht festgelegt  14 . Der ermittelte Wert liegt sogar knapp unter
dem vom Hersteller angegebenen Bereich von 1,6   4,7%.
Mit einer Wahrscheinlichkeit von P = 0,0000 weist der Wilcoxon-Test auf eine
zufällige Verteilung der Messwertabweichungen hin. Deshalb muss auch bei diesem
Nachweis von einem systematischen Fehler ausgegangen werden  56,108 .
Beim Vergleich der Methoden mittels Passing-Bablok-Regression und Bland-
Altman-Test ergibt sich kein Hinweis auf eine Äquivalenz der Methoden.
Bezüglich seiner Eigenschaft als diagnostischer Test weist der Turbiquant
 D-Dimer
Nachweis eine gute Sensitivität von 93,10% und eine mäßige Spezifität von 42,86%
auf. Daraus folgt eine gute negative Likelihood-Ratio von 0,1609. Die positive
Likelihood-Ratio ist jedoch mit 1,6293 als mangelhaft zu bewerten.
Vergleich mit anderen Studien
In dieser Arbeit wurde für den NycoCard
  D-Dimer eine Korrelation von R = 0,8270
mit dem Referenztest miniVIDAS ermittelt. Dieses Ergebnis ist mit dem von
Gogstad et al. vergleichbar. Sie fanden eine Korrelation von R = 0,81 des NycoCard
 
D-Dimer mit einem im Handel erhältlichen ELISA. Der Variationskoeffizient der
Präzisionsmessung bewegte sich bei Gogstad et al. zwischen CV = 8-12%  38 . In
verschiedenen Studien wurde der NycoCard
 D-Dimer Assay hinsichtlich seines
negativen Vorhersagewertes für das Vorhandensein von Lungenembolien und tiefen
Venenthrombosen untersucht. Es ergaben sich Werte zwischen 90% und 100%
 58,11,92,107,68,102 .
Die in der Produktbeschreibung des Turbiquant
 D-Dimer-Reagenz mittels Passing-
Bablok beschriebene Korrelation von R = 0,806 im Vergleich mit einem im Handel
erhältlichen ELISA konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt werden  20 . Als negativer
Vorhersagewert für tiefe Venenthrombosen wurden für diesen Assay Werte zwischen
73% und 95% ermittelt  102 .91
In einer Studie von Dempfle et al. wurden 23 quantitative D-Dimer Nachweise,
welche auf verschiedenen Nachweismethoden (ELISA, LPIA, IFA) und
Automatisierungsgraden beruhten, im Hinblick auf die Entwicklung eines
standardisierten Kalibrators untersucht  25 . Dabei wurden gepoolte Plasmaproben
von sowohl gesunden Individuen, als auch von Patienten mit tiefen
Venenthrombosen, disseminierter intravasaler Gerinnung, Myokardinfarkt und
fibrinolytischer Therapie verwendet. Die Ergebnisse der einzelnen Nachweise
wurden auf die gemittelten und konvertierten Probenwerte bezogen. Für den VIDAS
D-Dimer ergab sich eine Korrelation von R = 0,843, für den Turbiquant
 D-Dimer R
= 0,963 und den NycoCard
 D-Dimer R = 0,975.
Es wurden bereits andere Point-of-Care D-Dimer Assays mit dem VIDAS als
Referenzgerät untersucht. Dabei ergaben sich für den STA Liatest D-Dimer eine
Korrelation von R = 0,82 und den MDA D-Dimer eine Korrelation mit R = 0,75  50 .
Beide Methoden basieren auf der Agglutination von antikörperbeschichteten
Latexpartikeln. Im Vergleich zum Tina-quant
 D-Dimer zeigten der CARDIAC D-
Dimer wie auch der STA Liatest D-Dimer eine Korrelation von R = 0,91  24 . Der
VIDAS D-Dimer Nachweis korrelierte wiederum mit R = 0,91 mit einem
herkömmlichen ELISA  79 .
Fehlerquellen
Bei allen vergleichenden Studien können neben zufällig auftretenden Fehlern und
Messwertabweichungen, die nicht beeinflussbar sind, systematische Fehler
vorkommen. Der Wilcoxon-Test hat hier für beide Assays gezeigt, dass vom
Vorhandensein systematischer Fehler ausgegangen werden muss. Die
Methodenvergleiche weisen eine Nichtäquivalenz auf. An dieser Stelle ist zu
bemerken, dass es bis heute keine Standardisierung für D-Dimer Nachweismethoden
gibt. So ist nicht festgelegt über welches Epitop der heterogenen Gruppe der D-
Dimere die Bestimmung geführt werden soll.
Eine Komponente, die derartige Abweichungen verursachen kann, sind die
Bedienungsfehler. Von den beiden untersuchten Assays ist der NycoCard
  D-Dimer
wesentlich anfälliger gegenüber Bedienungsfehlern als der Turbiquant
   D-Dimer.
Bei diesem Nachweis muss besonderes Augenmerk auf die Durchführung und92
Einhaltung der Reaktionszeiten gerichtet werden. Schon geringe Abweichungen von
diesen Zeiten führen zu fehlerhaften Ergebnissen. Ein Einfluss dieser
Fehlerkomponente kann nicht ausgeschlossen werden. Bei der Testdurchführung
wurde streng auf die Einhaltung der Richtlinien geachtet.
Eine Veränderung, ein Zerfall oder Abbau der in der Probe enthaltenen D-Dimere
durch zu lange Lagerung kann ebenfalls zu falschen Messwerten führen. Alle in
dieser Studie untersuchten D-Dimer Proben wurden deshalb innerhalb einer Stunde
nach Eintreffen im Labor mit allen Nachweisen untersucht.
Eine weitere Quelle eines systematischen Fehlers liegt in der Spezifität der beiden
Nachweise NycoCard
 D-Dimer und Turbiquant
 D-Dimer. In den
Produktbeschreibungen findet sich keine weitere Spezifizierung zu den verwendeten
Antikörpern. Es ist jedoch möglich, dass unterschiedliche Antikörper zum Einsatz
kommen, welche an verschiedenen Epitopen des D-Dimers binden. Aufgrund dieser
Tatsache und eines fehlenden internationalen Standards ist mit Abweichungen von
Messergebnissen zu rechnen und ein Vergleich dieser erschwert.
Die Ermittlung von Störfaktoren hat ergeben, dass hohe Lipidwerte der zu
untersuchenden Proben erhöhte Messwerte beim NycoCard
 D-Dimer ergeben,
indem die Lipide die Membran auf der Testkarte verstopfen und überschüssige,
markierte Antikörper schlechter absorbiert werden können. Darüber hinaus
beeinflusst die Anwesenheit von Rheumafaktoren das Messergebnis im Sinne eines
falsch hohen Wertes. Erhöhte Hämoglobin-  und Bilirubinkonzentrationen sollen
keinen Einfluss auf das Messergebnis des NycoCard
 D-Dimer haben  38 . Für den
Turbiquant
 D-Dimer Nachweis ist ebenfalls bekannt, dass Rheumafaktoren zu
erhöhten D-Dimer Ergebnissen führen können  20 .
Diagnostische Breite der D-Dimere und Einsatzgebiete
Die Bestimmung von D-Dimeren kommt im klinischen Betrieb vor allem für
Patienten in der Notaufnahme und auf Intensivstationen in Betracht. Die Indikation
beruht meist auf dem Verdacht des Vorhandenseins einer tiefen Venenthrombose
oder Lungenembolie. In einer Studie über den Einsatz eines Point-of-Care D-Dimer
Nachweises in einer Notaufnahme in Kanada fand sich ein negativer Vorhersagewert
für das Vorhandensein einer tiefen Venenthrombose (TVT) von 96,9%  3 .93
Weiterhin wurde eine Einteilung der Patienten aufgrund klinischer Kriterien in
Wahrscheinlichkeitsgruppen für das Bestehen einer TVT vorgenommen. Es wurde
zwischen niedriger, mittlerer und hoher Wahrscheinlichkeit unterschieden. Dadurch
ließ sich der negative Vorhersagewert für Fälle mit niedriger Wahrscheinlichkeit auf
einen Wert von 100% erhöhen. Das heißt, dass bei negativen (unter dem cut-off
liegenden) D-Dimer Konzentrationen  das Vorhandensein einer TVT sicher
ausgeschlossen werden kann  3 . Dieses Ergebnis der Maximierung des negativen
Vorhersagewertes durch Anwendung klinischer Wahrscheinlichkeitsgruppen konnte
in weiteren Studien bestätigt werden  57,18,72,29 . Eine andere Studie gibt an, dass
beim Ausschluss einer TVT durch das Vorhandensein niedriger klinischer
Wahrscheinlichkeit und negativen D-Dimeren sich der Einsatz der Duplex-
Sonographie erübrigt, wodurch ein großes Potential zur Kosteneinsparung entsteht
 29 .
Für die Diagnose von Lungenembolien zeigte sich eine Kombination von
Patienteneinteilung in Wahrscheinlichkeitsgruppen und der Bestimmung von D-
Dimeren in anderen Studien ebenfalls als gut geeignet. Bei der Mehrheit der
Notaufnahmepatienten mit Verdacht auf eine Lungenembolie kann durch Vorliegen
einer niedrigen Wahrscheinlichkeit und negativer D-Dimere eine Lungenembolie
ausgeschlossen und auf weitere Bildgebung verzichtet werden  109,59 .
Neben den beiden Haupterkrankungen Lungenembolie und tiefe Venenthrombose,
für die die D-Dimer Bestimmung meistens angewandt wird, gibt es einen weiteren
Bereich der Notfallmedizin, in dem sie von großem Nutzen sein kann. Bei der Frage
nach einer Bakteriämie oder Sepsis kann das Zutreffen einer solchen Diagnose über
negative D-Dimere ausgeschlossen werden. Für grampositive Bakterien besteht ein
negativer Vorhersagewert von 96%, für gramnegative von 98%  81 . So kann die D-
Dimer Bestimmung nach Angaben der Autoren ein schnelles und sicheres Ergebnis
liefern und die Notwendigkeit einer Blutkultur bei negativen Werten ausschließen.
Aus den vorangegangenen Ausführungen ist der große medizinische sowie
wirtschaftliche Nutzen der Bestimmung von D-Dimeren gerade in notfall-  und
intensivmedizinischen Einrichtungen ersichtlich. Darüber hinaus bieten Point-of-94
Care Nachweismethoden ein größeres Potential an Zeit- und Kostenersparnis als die
Bestimmung von D-Dimeren in zentralen Laboratorien.
Unter Berücksichtigung dieser Kriterien und der in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse ist der Point-of-Care Nachweis NycoCard
 D-Dimer für den klinischen
Einsatz zu empfehlen.
Im Gegensatz dazu kann eine Empfehlung des Turbiquant
 D-Dimer /Turbitimer
aufgrund seiner geringen Korrelation, geringen Spezifität und großen systematischen
Messwertabweichungen nicht ausgesprochen werden.95
6 Zusammenfassung
Seit der Entwicklung des ersten Uringlucoseteststreifens in den 40er Jahren sind
viele verschiedene Point-of-Care Messsysteme auf den Markt gekommen, die
mittlerweile große Bereiche der klinischen Diagnostik erfassen. Diese Geräte
gewinnen nicht nur bei der Kontrolle und Therapie chronischer Erkrankungen immer
mehr an Bedeutung, sondern auch bei Routinemessungen von
Standardlaborparametern in der Arztpraxis.
Doch stellt sich hier die entscheidende Frage, ob die Genauigkeit und die Sensibilität
der modernen mobilen Testgeräte hinreichend denen der nasschemischen
Standardlaborgeräte entsprechen.
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung ausgewählter Geräte an Hand verschiedener
Messparameter, hinsichtlich ihrer Messgenauigkeit und Vergleichbarkeit der
Ergebnisse in Bezug zur jeweiligen Standardlabormethode.
Mit den Standardlabormethoden wurden verglichen: auf dem Gebiet der HbA1c
Diagnostik das Gerät NycoCard
  HbA1c in Verbindung mit dem NycoCard
  Reader
II der PROGEN BIOTECHNIK GMBH; auf dem Gebiet der CRP Diagnostik der
Micros
  CRP Nachweis der Firma ABX DIAGNOSTICS und der NycoCard
  CRP
Nachweis in Verbindung mit dem NycoCard
  Reader II der Firma PROGEN
BIOTECHNIK GMBH. Für den Bereich der D-Dimer Bestimmung wurden die
Nachweise NycoCard
   D-Dimer der PROGEN BIOTECHNIK GMBH und
Turbiquant
 D-Dimer von DADE BEHRING mit der Standardmethode verglichen.
Auf dem Gebiet der HbA1c  Diagnostik zeigte der NycoCard
   HbA1c  Nachweis
bezogen auf den Referenznachweis Variant II eine gute Korrelation. Es traten keine
systematischen Fehler auf. Hinsichtlich seiner Aussagekraft als diagnostischer Test
wies er ein gutes Ergebnis auf. Im Vergleich mit anderen Studien sind die Ergebnisse
als sehr gut zu bewerten. Ein Einsatz dieses Nachweises ist vor allem auf den
Gebieten der Inneren Medizin, Kinderheilkunde und Frauenheilkunde, sowohl im
ambulanten als auch im stationären Bereich zu empfehlen.
Die untersuchten CRP-Nachweise NycoCard
  CRP und Micros
  CRP wiesen beide
im Vergleich zur Referenzmethode Tina-quant
   CRP/ Hitachi 917 eine exzellente96
Korrelation auf. Es fanden sich bei der Untersuchung keine systematischen Fehler
und die Passing-Bablok-Regression wie auch der Bland-Altman´s Test zeigten bei
beiden Geräten eine Äquivalenz von Test- und Referenznachweis. Diese Ergebnisse
sind auch im Vergleich zu anderen Studien als sehr gut zu bewerten. Die hier
untersuchten Nachweise NycoCard
  CRP und Micros
  CRP sind somit sehr für den
praktischen Einsatz zu empfehlen, wobei dieser vor allem in der ärztlichen Praxis,
der Pädiatrie sowie der Notfall- und Intensivmedizin denkbar wäre.
Auf dem Gebiet der D-Dimer Diagnostik zeigte der NycoCard
  D-Dimer Nachweis
im Vergleich zum Referenznachweis miniVIDAS eine gute Korrelation, wohingegen
der Turbiquant
   D-Dimer Nachweis nur eine mäßige Korrelation aufwies. Bei
beiden Testnachweisen fanden sich systematische Fehler und sowohl in der Passing-
Bablok Regression als auch im Bland-Altman´s Test wurde eine Äquivalenz der
Testmethoden und Referenzmethode abgelehnt. Der Grund dafür ist zum Teil im
Fehlen internationaler Standards zur D-Dimer Bestimmung zu suchen. Bezüglich der
diagnostischen Aussagekraft wies der NycoCard
   D-Dimer Nachweis ein gutes
Ergebnis auf. Beim Turbiquant
   D-Dimer Nachweis zeigte sich eine mangelhafte
diagnostische Aussagekraft. Die Ergebnisse des NycoCard
  D-Dimer sind mit denen
anderer Studien vergleichbar. Somit ist der NycoCard
  D-Dimer Nachweis für den
klinischen Einsatz zu empfahlen. Im Gegensatz dazu kann eine Empfehlung für den
Turbiquant
  D-Dimer Nachweis nicht ausgesprochen werden.97
Summary
Since the development of the first teststrip for urineglucose in the 40´s a lot of
different point-of-care systems arouse which meanwhile cover large fields of clinical
diagnostics. This systems do not only gain importance in guidance and therapy of
chronic diseases, but also in routine testing of laboratory standard parameters in
practice.
However the decisive question is weather accuracy and sensitivity of the modern
mobile assays is sufficiently equivalent to the standard laboratory assay.
Aim of this study was the testing of selected assays by means of different parameters
with regard to accuracy and equivalency of the results in reference to the standard
laboratory method.
There were compared to the standard laboratory method: on the filed of HbA1c
diagnostic the system NycoCard
  HbA1c in combination with the NycoCard
  Reader
II by the PROGEN BIOTECHNIK GMBH; on the filed of CRP diagnostic the
NycoCard
   CRP Assay in combination with the NycoCard
   Reader II by the
PROGEN BIOTECHNIK GMBH and the Micros
   CRP Assay by ABX
DIAGNOSTICS. On the field of d-dimer testing there have been compared to the
standard laboratory method the NycoCard
  D-Dimer assay in combination with the
NycoCard
  Reader II by the PROGEN BIOTECHNIK GMBH and the Turbiquant
 
D-Dimer assay by DADE BEHRING.
On the field of HbA1c testing the NycoCard
  HbA1c assay showed good correlation
in reference to the Variant II assay. There was no systemical bias found. In regard to
its evidence as diagnostical test it also showed a good result. Compared to other
studies this results can be rated as very good. This assay is recommendable above all
for clinical use in internal medicine, pediatrics and obstretrics both in outpatient and
inpatient clinics.
The tested CRP assays NycoCard
  CRP and Micros
  CRP showed both excellent
correlation compared to the reference method Tina-quant
  CRP/ Hitachi 917. The
testing on systematical bias was in both negative and the Passing-Bablok-Regression
and Bland-Altman´s Test showed equivalence of both test assays and reference98
assay. Compared to other studies this results are very good. Therefore the tested
assays NycoCard
  CRP and Micros
  CRP are very recommendable for clinical use,
which is above all conceivable in practice, pediatrics as well as in emergency
medicine and intensive care units.
On the field of d-dimer testing the NycoCard
   D-Dimer assay showed good
correlation in reference to the miniVIDAS assay, whereas the Turbiquant
  D-Dimer
assay showed only moderate correlation. In both test assays systematical bias was
found and Passing-Bablok-Regression as well as Bland-Altman´s Test refused
equivalence of both testmethods and referencemethod. In part the reason for this is a
leak of international standards for d-dimer testing. Regarding to its evidence as
diagnostical test the NycoCard
  D-Dimer showed a good result. The Turbiquant
  D-
Dimer assay showed bad diagnostical evidence. The results of the NycoCard
  D-
Dimer assay are comparable to other studies and therefore it is recommendable for
clinical use. In contrast to this recommendation of Turbiquant
   D-Dimer is not
possible.99
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